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ABSTRAKT 
Bakaláská práce se zabývá rznými typy hydrolýzy kávové sedliny pro následující 
biotechnologické využití jako kultivaního média. V rámci práce byla provedena mechanická, 
kyselá, alkalická a enzymatická hydrolýza. Vzniklé hydrolyzáty byly analyzovány se 
zamením na obsah redukujících sacharid a také potenciáln inhibiních látek polyfenolické 
povahy. Z výsledk vyplývá, že nejlepší pedpoklady pro kultivaci kvasinek mly vzorky 
pipravené s koncentrací kávy 150 g/l hydrolyzované kombinací 2,5% minerálních kyselin se 
zahátím na 121 °C po dobu 15 minut. Použití ultrazvukového homogenizátoru výrazn
navyšuje úinek hydrolýzy. Z testovaných postup enzymové hydrolýzy má nejlepší 
pedpoklady hydrolyzát pipravený celulázou. Hydrolyzované kávové sedliny byly využity 
jako produkní médium pro produkci ethanolu Saccharomyces cerevisiae. U vzork byla 
stanovována zmna koncentrace glukózy a ethanolu pomocí HPLC/RID. Nejvyšší koncentraci 
biomasy obsahoval vzorek hydrolyzovaný celulázou, nejvyššího výtžku ethanolu (20,07 g/l) 
pak bylo dosaženo u hydrolyzátu pipraveného hydrolýzou pomocí 2,5% kyseliny 
chlorovodíkové. 
ABSTRACT 
The bachelor thesis deals with various types of hydrolysis of spent coffee ground for the 
following biotechnological applications such as the culture medium. The work included 
mechanical, acid, alkaline and enzymatic hydrolysis. The resulting hydrolysates were 
analyzed concerning the content of reducing carbohydrates, and potentially inhibitory 
substances polyphenolic nature. The results show that the best conditions for culturing yeast 
samples were prepared with a concentration of coffee 150 g/l hydrolysed combination 
of 2,5% mineral acid by heating at 121 °C for 15 minutes. Using ultrasonic homogenizer 
significantly increases the effect of hydrolysis. The enzymatic hydrolysis is best placed 
hydrolyzate prepared cellulase. The hydrolysed spent coffee grounds were used as the 
production medium for the production of ethanol by Saccharomyces cerevisiae. For samples 
was determined concentration change of glucose and ethanol by HPLC/RID. The highest 
concentration of biomass sample contained hydrolyzed cellulose on the other side, the highest 
yields of ethanol (20,07 g/l) were achieve using hydrolysate prepared by 2,5% hydrochloric 
acid. 
KLÍOVÁ SLOVA 
Chemická hydrolýza, enzymatická hydrolýzy, kávová sedlina, utilizace odpadu 
KEYWORDS 
Chemical hydrolysis, enzymatic hydrolysis, spent coffee ground, waste utilization 
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1. ÚVOD 
Káva je jedním z nejoblíbenjších nápoj na svt, pro svou píjemnou chu a povzbuzující 
úinky na nervový systém ji konzumují miliony lidí. Po vod zaujímá káva druhé místo ve 
svtové konzumaci, a to pibližn 500 milion šálk ron [1]. Pro pedstavu na 40 - 60 šálk
je poteba asi pl kila pražené kávy, která se získá pražením 2,5 kg bobulek, což je množství 
vyprodukované jedním kávovým keem za rok [2].  
 Káva obsahuje adu látek, které mžou psobit pozitivn i negativn na naše zdraví, proto 
je dležité konzumovat ji v pimeném množství. Pro píznivé úinky na zdraví je 
doporuené množství kávy 4 – 6 šálk denn, piemž toto množství odpovídá asi 300 mg 
kofeinu [1].  
 Bhem zpracování kávy vzniká velké množství vedlejších produkt, které mají omezenou 
aplikaci jako hnojiva, krmiva pro zvíata, kompost a další. Jako souást krmiv pro zvíata se 
využívá dužina, jejíž nevýhodou je ale obsah tanin, které mají ve vyšších koncentracích 
negativní vliv na zdraví. Proto se nedovoluje vtší než 10% zastoupení dužiny v krmivu [3]. 
 Jedním z hlavních odpad pi zpracování a výrob kávy je kávová sedlina. Kávová sedlina 
je hlavní nerozpustný zbytek vznikající pi vaení kávy pímo u spotebitele a výrob kávy 
instantní. Vzhledem k velké produkci odpad je dležité hledat alternativy jejich optovného 
využití. Kávová sedlina se dá využít napíklad jako substrát pro rst jedlých hub. Další 
z možností jak využít kávovou sedlinu je naštpit polysacharidy v ní obsažené na jednoduché 
cukry, které jsou vhodné jako substrát pro kultivaci mikroorganism. Pomocí 
mikroorganism na nich kultivovaných je možné vyrobit napíklad ethanol nebo enzymy [3]. 
 Cílem této práce, je testování možných zpracování odpad pi výrob kávy, zamené na 
kávovou sedlinu, za úelem jejich dalšího využití pro biotechnologické úely. 
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2. TEORETICKÁ ÁST 
2.1 Káva 
Káva je jednou z nejpopulárnjších plodin na svt a po rop je také druhou 
nejobchodovanjší komoditou. Pstuje se asi v 80 zemích a je významnou složkou svtového 
obchodu.  
Pojem káva oznauje upravená semena rzných druh stálezelených tropických až 
subtropických ke kávovníku. Toto slovo je odvozeno od arabského slova qahwah, což je 
slovo pvodn používané pro víno. Nejdíve byla kávová zrna žvýkána, teprve po delší dob
se zjistilo, že mohou být semleta a mže se z nich pipravit nápoj, který povzbuzuje smysly 
[4, 5, 6]. 
Tento osvžující nápoj je známý více než tisíc let. Nikdo neví pesn, kdy a kde se káva 
pila poprvé, ale rzné literární zdroje se shodují, že se tento ke pvodn vyskytoval v Etiopii 
jako divoká rostlina.  Bhem 13. století se káva rozšíila z Etiopie do arabských zemí a 
v Jemenu, kde už existovaly i první kávové plantáže. K dalšímu rozšíení kávy došlo po 
dobytí Egypta, odtud se káva rozšíila do Caihradu a následn v 17. století také do Evropy, 
kam ji pivezli Benátané. Nejdíve se prodávala v lékárnách, pozdji vznikly první kavárny a 
zaaly se šíit rzné návody jak pražit a mlít kávu. V 18. století káva rozšíila také do Stední 
Ameriky, kde došlo ke skutenému rozvoji v pstování, a to pedevším v Brazílii, Kolumbii, 
Ekvádoru, Venezuele a dalších jiných stedoamerických a jihoamerických státech [6, 7, 8, 9, 
10].  
Káva má malou výživovou hodnotu, proto se adí mezi pochutiny. Je konzumována 
pedevším kvli svým senzorickým vlastnostem a povzbudivým úinkm kofeinu na 
nervovou soustavu. Požívání kávy v rozumné míe podporuje duševní i tlesnou svžest, 
povzbuzuje innost sval a srdce, a tím i tlesnou teplotu a psobí moopudn. Nadmrné 
požívání kávy mže mít na lovka negativní úinky – mže vést k nespavosti, podráždní 
nervové soustavy a vyvolávat pocity tísn [4, 7].  
2.2 Kávovník 
Kávovník, rod Cooffea L. je vzpímený ke nebo strom, který patí do eledi Rubiaceae
(moenovité). Tento rod zahrnuje velké množství druh, z nichž pouze nkolik má 
hospodáský význam [4, 11]. 
Kávovníkové stromy rostou v tropických oblastech mezi obratníkem Raka a Kozoroha. Tyto 
oblasti jsou bohaté na srážky a nejnižší prmrná teplota neklesá pod 18 °C. Kávovníky 
rostou od hladiny moe až po necelých20 000 m nad moem, nkdy i výše [11].   
Nejvíce rozšíený je kávovník arabský – Coffea arabica L. Kávovník arabský je strom 6 -
 9 m vysoký, má klový koen, šedou tenkou kru a pevislé vtve. Jeho devo má svtlou 
barvu, je tvrdé a tžké. Po oplození kvtu se vyvíjí vtšinou dvousemenné peckovice s bílou, 
žlutou, ervenou až fialovou barvou, které zjevem pipomínají tešn, a proto se jim nkdy 
íká tzv. kávové tešn. Každý plod obsahuje zpravidla dv semena, která jsou oddlena 
stíbrnou blankou. Zrna jsou nahndlá nebo zelená, z vnjší strany vypouklá a vnitní stranou 
na sebe piléhají. Pokud se v osemeníku vyvine pouze jedno zrno, nazývá se zrno perlové 
[7, 8, 11]. 
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Obrázek 1: Prez kávovým plodem[12] 
Kávovník se pstuje ze semen, kdy se nejdíve pedpstuje na záhonech a teprve po 6 –
 8 msících se vysazují na plantáže. Vysazuje se do hluboké humózní pdy, která má pH mezi 
4,2 – 5,1. Na plantážích je kávovník vystaven prudkému slunci a vtru, proto se okolo nj 
vysazují ochranné rostliny, aby nedocházelo k pílišnému úbytku vody. Kávovníkové kee se 
pstují v monokulturách a nechávají se dorstat do výšky asi 3 m. Kee kávovníku kvetou 
nejdíve ve tvrtém roce po výsadb, plody dozrávají asi po osmi msících od oplození a 
postupn se sklízí a suší. Kávovníkové kee plodí asi 15 let [7, 8, 11]. 
2.2.1 Druhy kávovník s hospodáským významem 
Coffea arabica L. (syn. C. vulgarit Moench), kávovník arabský, jeho plody jsou vysoce 
kvalitní a pedevším proto je to jeden z nejdležitjších botanických druh, tzv. „arabica“. 
Kultury toho kávovníku jsou snadno napadnutelné listovou rzí a jeho plody a semena 
kávovým broukem. Asi 70% svtové produkce zelené kávy pochází z tohoto druhu. Tomuto 
druhu se daí ve vlhkém, teplém podnebí. V Brazílii se pstují nejjemnjší druhy této kávy, a 
to pedevším ve státech Sao Paulo, MinasGerais a Pernambuco. 
Coffea canephora Pierre ex Froehn (syn. C. robusta Lind) var. robusta, kávovník laureátský, 
tzv. „robusta“. Je to druhý nejvýznamnjší druh kávovníku. Vzhledem k lepší 
pizpsobitelnosti stanovištním podmínkám a vtší odolnosti vi chorobám jeho produkce 
neustále roste, v souasné dob iní jeho produkce necelých 30%. Dalším významným 
faktorem vtší produkce je také stále vtší poptávka po instantní káv, na jejíž výrobu se 
pednostn využívá druh robusta a nižší cena než u kávovníku arabského. Používá se ve smsi 
s arabicou a pro již zmínnou výrobu instantní kávy. Semena tohoto druhu jsou menší 
v porovnání s arabicou a poskytují kávu nižší jakosti. Je znám také hybrid „arabusta“, který 
vznikl kížením C. arabice a C. canephora a je velmi perspektivní. 
Coffea liberica Bull ex Hiern, kávovník liberský, tzv. liberika. Tento druh tvoí asi 1% 
svtové produkce kávy. Používá se pedevším do smsí, protože káva pipravená z jeho 
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semen má nízkou kvalitu a mže mít trpkou až hokou píchu. Pro hospodáské odvtví je 
zajímavjší kíženec arabiky a liberiky, který má obrovská tzv. sloní zrna a nazývá se 
„maragogipe“.  
Coffea Dewevrei Chev. var. excelsa, kávovník chari (šari) tzv. excelsa. Tato káva má nízkou 
kvalitu, ostrou, ezavou až odpornou vni, vysoký obsah kofeinu a je odolná vi listové rzi. 
Coffea stenophylla G. Don, káva z jeho semen má uspokojivou chu a je také odolná vi 
listové rzi [2, 4].  
2.3 Chemické složení zelené kávy 
Chemické složení zelené kávy je závislé pedevším na botanickém druhu, ale i na jiných 
faktorech.  
Tabulka 1: Složení zelené kávy [4]
bílkoviny 10 – 15 %
tuky 10 – 15 % 
sacharidy 6 – 12 % 
kofein 0,3 – 2,8 % 
voda 9 – 12 % 
Zbytek je tvoen vlákninou, tíslovinami organickými kyselinami, pedevším kyselinou 
chlorogenovou, a jinými látkami. Obsah kofeinu je závislý na druhu kávy. Káva arabica 
obsahuje prmrn 1,2 %, robusta 2,2 % a arabusta 1,7 %. Všechny hodnoty v tabulce jsou 
uvádny jako obsah tchto látek v sušin.  
[4, 13] 
2.4 Technologie kávy 
2.4.1 Sbr plod
Plody kávovníku se sklízí dostaten vyzrálé (až mají charakteristicky zbarvenou slupku). 
Sbr plod trvá více týdn nebo msíc, bobule se sbírají po jednom run nebo se ešou. 
Poté se plaví ve velkých nádržích, aby se odstranily neistoty. Semena se z bobulí mohou 
získávat dvojím zpsobem – suchým a mokrým [4, 14]. 
2.4.2 Suchý zpsob zpracování plod
Pi zpracování suchým (východoindickým) zpsobem se erstv sklizené plody rozprostou 
ve vrstvách o tloušce asi 8 cm na cihlové nebo betonové plochy. Fazole jsou každou hodinu 
promíchány a suší se 5 – 15 dn. Obal se stane kehkým a mže se rozbít mezi válci. Zrna se 
potom získávají pomocí loupacích stroj, kdy dochází k odstranní slupky a stíbité blanky. 
Vyluštná kávová zrna se strojn istí a tídí podle velikosti a jakosti. Tímto postupem se 
zpracovávají všechny sklizené plody, výjimkou nejsou ani vadné, zaschlé, nahnilé, namrzlé 
plody ani plody napadené škdcem. Zpracování kávy za sucha je zpsob mén nákladný, ale 
káva takto vyrobená má nižší jakost – je to nepraná, pírodní káva a tímto zpsobem se vyrábí 
káva nap. v Brazílii nebo západní Africe [4, 5, 14].  
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2.4.3 Mokrý zpsob zpracování plod
Káva zpracovaná mokrou metodou se nazývá umytá nebo káva pergamino.  
Pi mokrém (západoindickém) zpsobu se plody vnesou do flotaní suspenze, kdy dobré 
klesnou na dno a mén hodnotné (suché, poškozené) plody zstávají na povrchu suspenze a 
poté se sbírají pry. Sklize zbavená neistot a vadných plod se zpracuje v makacím stroji, 
kde se oddlí velká ást dužniny od kávových zrn uzavených v pergamenové slupce. 
Ulpívající zbytky dužniny se zmkí fermentací v kádích, která trvá jeden až dva dny a 
nakonec se odstraní dalším praním. Hlavním úkolem fermentace je odstranit vrstvu slizu 
z pergamenu na jednoduché, nelepivé látky. Sliz je tráven bhem pírodní fermentace. 
Optimální teplota pro fermentaci se pohybuje mezi 30 – 35 °C. Bhem doby kvašení se 
kávová hmota dvakrát až tikrát promíchává hrábmi. Degradace slizu je dokonena po 24 –
 36 h u kávy arabica, po 72 h u kávy robusta v závislosti na podmínkách, které jsou vlastní 
koncentraci  pektolytických enzym, okolní teplot a nadmoské výšce. Zda je káva dobe 
vypraná se zjišuje run, pokud tomu tak je, pergamen se nelepí na ruce.  
 Krom toho je zde také mechanický zpsob odstranní slizu - pomocí mechanických 
stroj, kdy se do stroje dávkují ásten nebo zcela zkvašené fazole. Pomocí stroj je káva 
úpln vypraná, sníží se obsah vody a káva získá žádoucí chu.  
 Po promytí se zrna ješt na 12 hodin namoí do isté vody, ímž se zlepšuje vzhled fazole 
tím, že se odstraní diterpeny a fenolické látky.  
 Vypraná káva je zbavena pebytené vlhkosti, dopravena na rošty a rovnomrn se rozloží 
na vrstvu tlustou asi 5 cm. Zrna se suší do výsledné vlhkosti okolo 10 %.  Káva se poté 
vyluští na loupacích strojích, vytídí podle velikosti, popípad se mže ješt leštit. Káva 
vyrobená mokrým zpsobem je kvalitnjší, protože se odstraují vadné plody. Vzniká káva 
praná. Tento zpsob se používá nap. ve stední Americe, Kolumbii, Mexiku a východní 
Africe [4, 5, 14].  
2.4.4 Pražení zelené kávy 
Kávová zrna získaná suchým nebo mokrým zpsobem se nazývají surovou neboli zelenou 
kávou. Surová káva se dodává v pytlích nebo v kontejnerech a ped uskladnním se istí od 
vláken pytl, provázk, kamínk, kovových ástic, prachu a jiných cizích pímsí. Uskladuje 
se podle jednotlivých odrd a pro získání kávového aroma se praží [4, 14].  
 Ped pražením se z nkolika komerních druh zelené kávy dlají smsi, aby se docílilo 
sladní chuti a vn výsledné kávy. Složení tchto smsí každý výrobce tají [4, 8].  
 Pražení je jednou z nejdležitjších operací udávající kvalitu kávy. Tento proces má ti 
základní fáze, a to: sušení, pyrolýzu a ochlazení. Bhem sušení se pomalu uvoluje voda a 
tkavé látky a zrna mní barvu ze zelené na žlutou. Ve druhé fázi - pi pyrolýze - dochází 
k fyzikálním i chemických zmnám zrn [4, 5, 8]. 
 Kávová zrnka se praží v pražicích strojích s rznou konstrukcí horkým vzduchem, 
zpravidla za atmosférického tlaku, který je pedehíván plynem, za neustálého míchání pi 
teplot 160 – 220 °C (obvykle 200 – 220 °C) po dobu 5 – 30 minut (vtšinou 10 – 20 minut). 
Vnitním tlakem vodní páry a plyn, vznikajících bhem pražení, se zrnka asi dvojnásobn
nafouknou a vnjší blána se uvolní. Dochází k reakcím neenzymového hndnutí, kdy se barva 
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zrnek zmní na tmavohndou. Vlastní kávové aroma vzniká pedevším karbonylamino 
reakcemi v prbhu Maillardovy reakce, kdy se cukry obsažené v semenech mní na karamel 
a mní barvu na hndou. Pi pražení dochází také k reakcím kondenzaním a pyrolytickým. 
Velkým zmnám bhem pražení podléhají sacharidy a bílkoviny, u lipid dochází ke zmnám 
v menším mítku [4, 5, 14].  
 Reakcemi tohoto typu v káv vznikají chuové, barevné a vonné látky. Dodnes bylo 
identifikováno asi 800 tchto složek, z nichž jsou nejvíce zastoupeny furany, pyraziny, 
alifatické a aromatické uhlovodíky, pyroly, ketony a fenoly. Sirné látky jsou zastoupeny 
v menší míe, ale mají významný vliv na aroma kávy [5].  
 Pražicí stroje mají rznou konstrukci, ale v zásad se skládají z válce, který je uzavený 
v kovovém obalu a ze sacího mechanismu. Sací mechanismus zajišuje kolobh horkého 
vzduchu. Bhem pražení se káva neustále promíchává a jsou kontrolovány rzné ukazatele, 
napíklad vlhkost kávy, barva nebo teplota. Praží se do uritého barevného odstínu, který je 
pro každou zemi charakteristický. Napíklad ve Francii, Španlsku, Itálii a Brazílii je 
preferováno pražení tmavé, ve Skandinávii zase pražení svtlé. V Rakousku a u nás se praží 
do stedního stupn [4, 14].  
 Stupe pražení je udáván jako hmotnostní ztráty v % v prbhu pražení, které jsou 
vtšinou mezi 16 – 18 % [4].  
 Po ukonení pražení se káva bhem 4 – 10 minut zchladí na sítech nebo v chladicích 
bubnech proudem studeného vzduchu, odstraní se vadná zrna, pípadn se káva ješt mele a 
balí (vtšinou vakuov nebo pod inertním plynem). Je poteba, aby zchlazení bylo rychlé, aby 
vonné látky vzniklé pražením nevyprchaly. erstv upražená káva má drsné aroma, které se 
po tech až pti dnech zjemní [4, 8, 14].  
2.4.5 Výroba instantní kávy 
Pro výrobu instantní kávy se zelená káva praží trochu více než káva pro domácí použití. 
Upražená zrnka se potom sešrotují na velikost zrn 1 – 3 mm a extrahují se horkou vodou pod 
tlakem. Extrakní zaízení se skládají z baterie naplnné šrotem, na kterou se protiproudn
pivádí horká voda. Používají se i extraktory, kde se káva a horká voda pohybují proti sob, 
aby se dosáhlo vyššího stupn extrakce. Využívají se teploty do 180 °C a tlaky do 1,5 MPa a 
výsledek je také závislý na dob extrakce. Surový extrakt, který odtéká, se istí 
naplavovacími filtry nebo pomocí separátor [4, 14].  
 Surový extrakt se nejdíve zahustí vakuovým odpaením. V této fázi výroby vyprchá ást 
aroma a proto mnozí výrobci pešli na zachytávání tohoto podílu aroma a pidávají ho do 
posledního stupn sušení. Po zahuštní následuje sušení extraktu, které se uskuteuje jeho 
vymrazováním. Surový extrakt se zahustí tak, aby se získala viskózní kapalina, která 
s dusíkem vytvoí stabilní pnu. Dusík se do extraktu pivádí. Vzniklá pna se poté zamrazí 
na -40 °C a vysuší ve vakuu. Kávové extrakty jsou velmi hydroskopické, ihned po vysušení se 
proto balí do obal, které nepropouští vzdušnou vlhkost nap. sklo nebo vícevrstvá fólie 
[4, 14].  
 Pi výrob kávového extraktu se mže káva pražit i s cukrem nebo mže být cukr pidán 
k surovin po pražení [4].  
 Z celých kávových bobulí se v jižní a stední Americe vyrábí instantní káva s obsahem 
sacharid do 20 %. Takto pipravená káva odpovídá senzorickým i analytickým požadavkm, 
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ale v EU pro ni dosud není zavedena legislativa a je považována za falšovanou instantní kávu 
[4, 14].  
2.4.6 Výroba kávy bez kofeinu 
U kávy bez kofeinu je maximální pípustné množství kofeinu 0,08 %. Kofeinu se zbavuje 
zelená káva. Dle jednoho - staršího zpsobu - se káva navlhí a poté se paí pod tlakem 
v autoklávu, kdy se obsah vody zvýší na 10 – 30 %. Napaená káva se nadávkuje do 
extraktoru, kde se míchá v rozpouštdle a poté se mírn zaheje, aby se odstranil hlavní podíl 
rozpouštdla. Jako rozpouštdlo se používá napíklad trichloretylen, metylenchlorid nebo 
petrolether. K plnému odstranní rozpouštdla dochází až pi pražení.  Použité rozpouštdlo 
se regeneruje destilací, destilaní zbytek je vosku podobná látka, která obsahuje kávový vosk, 
kofein a jiné doprovodné látky. Získaný surový kofein se dále peistí a využije ve 
farmaceutickém prmyslu [4, 14]. Novjší metodou se kofein odstrauje extrakcí vodou nebo 
superkritickou extrakcí CO2[14].  
 Upravená zelená káva, neobsahující kofein, se upraží a zpracuje stejným zpsobem jako 
normální káva. Káva bez kofeinu si zachovává podstatné vlastnosti pražené kávy – což 
znamená chu, vni i barvu [4, 14].  
2.5Produkce a export kávy 
Mezi nejvtší výrobce kávy na svt patí pedevším Brazílie, která pedstavuje až 35 % 
celkové svtové produkce. Dalšími významnými producenty jsou Kolumbie, Kostarika, 
Etiopie, Honduras, Indie, Indonésie a Vietnam. Celková svtová produkce kávy se pohybuje 
okolo 8 milion tun ron [15].  
Graf 1: Producenti kávy[15]
Celosvtov je každý den konzumováno více než 2,5 milion šálk kávy. Mezi nejvtší 
konzumenty kávy patí USA, Nmecko, Brazílie, Japonsko, Francie, Itálie, Španlsko, Velká 
Británie, Indonésie a Nizozemsko[5, 15, 16]. 
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2.6 Odpady kávového charakteru 
Bhem zpracování kávy vzniká velké množství odpad, jako je kávová dužina, slupka, 
stíbrná blanka nebo odpad z již použité kávy. Nkteré z tchto vedlejších produkt jsou dále 
zpracovávány (nap. extrakce kofeinu a polyfenol) a jsou bohaté na živiny. Hlavní složky 
vedlejších produkt shrnuje Tabulka 2: Hlavní složky tvoící vedlejší produkty výroby kávy
[5]. 
Tabulka 2: Hlavní složky tvoící vedlejší produkty výroby kávy [5] 
Složka Dužina Slupka Stíbrná blanka Kávová sedlina
Celulóza 63,0 ± 2,5 43,0 ± 8,0 17,8 ± 6,0 8,6 ± 1,8 
Hemicelulóza 2,3± 1,0 7,0 ± 3,0 13,1± 9,0 36,7± 5,0 
Proteiny 11,5± 2,0 8,0 ± 5,0 18,6± 4,0 13,6± 3,8 
Tuky 2,0 ± 2,6 0,5± 5 2,2± 1,9 - 
Celková vláknina 60,5± 2,9 24,0 ± 5,9 62,4± 2,5 - 
Celkové polyfenoly 1,5± 1,5 0,8± 5,0 1,0 ± 2,0 1,5± 1,0 
Celkové cukry 14,4± 0,9 58,0 ± 20,0 6,65± 10,0 8,5± 1,2 
Pektiny 6,5± 1,0 1,6± 1,2 0,02± 1,0 0,01± 0,005 
Lignin 17,5± 2,2 9,0 ± 1,6 1,0 ± 2,0 0,05± 0,05 
Taniny 3,0 ± 5,0 5,0 ± 2,0 0,02± 0,1 0,02± 0,1 
Clorogenová kyselina 2,4± 1,0 2,5± 0,6 3,0 ± 0,5 2,3± 1,0 
Kofein 1,5± 1,0 1,0 ± 0,5 0,03± 0,6 0,02± 0,1 
2.6.1 Kávová dužina 
Dužina pedstavuje první vedlejší produkt pi zpracování kávy mokrým zpsobem. Na 2 tuny 
vyrobené kávy pipadá 1 tuna dužiny. Je bohatá na sacharidy, bílkoviny a minerály – zejména 
draslík a také tísloviny, polyfenoly a kofein [5, 17].  
2.6.2 Kávová slupka 
Tento druh odpadu vzniká pi zpracování kávy suchým zpsobem. Na 1 tunu kávy pipadá 
0,18 tun slupek [5].  
2.6.3 Stíbrná blanka 
Vzniká jako vedlejší produkt procesu pražení. Obsahuje vysokou koncentraci rozpustné 
vlákniny (86 % z celkové vlákniny) a vykazuje antioxidaní aktivitu, pravdpodobn
v dsledku obsahu slouenin vytvoených bhem Maillardovy reakce (nap. melanoidiny 
bhem pražení). Stíbrná blanka obsahuje nkteré monosacharidy, pedevším glukózu, 
manózu, arabinózu, xylózu a galaktózu [5, 17]. 
2.6.4 Kávová sedlina 
Tém 50 % vyprodukované kávy je použito pro pípravu kávy rozpustné. Zhruba z 1 tuny 
zelené kávy vznikne 650 kg kávové sedliny a na každý vyrobený kilogram rozpustné kávy 
pipadají asi 2 kg mokrého odpadu. Sedlina je bohatá na cukry obsahující manózu a 
galaktózu. Chemické složení se liší u každé rostliny a dokonce i v rzných ástech téže 
rostliny a je závislé na podmínkách prostedí. Prmyslov se kávová sedlina využívá pro 
pípravu kompostu, bioplynu, krmiv pro zvíata, pro produkci hub a nov pro výrobu bionafty 
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a ethanolu. Kávové odpady mohou být také využity jako materiál vápnní a NPK hnojivo a 
podporují zvýšenou retenci vody a živin. I pes intenzivní výzkum v této oblasti neexistuje 
v souasné dob technologie, která by umožnila efektivní eliminaci kávové sedliny a ta proto 
pedstavuje velký ekologický problém [5, 17]. 
2.7 Dležité složky kávy 
2.7.1 Celulóza 
Celulóza je lineární polymer skládající se z nkolika tisíc D – glukózových jednotek, které 
jsou k sob vázány β - (1,4) – glykosidovými vazbami. Základní opakující se jednotkou 
celulózy je celobióza (obr. 1). V pírod se celulóza vyskytuje pedevším jako stavební složka 
rostlinných materiál. Je nerozpustná ve vod, což je nezbytná vlastnost pro její správnou 
funkci ve stnách rostlinných bunk. Celulóza obsahuje krystalické a amorfní oblasti. 
Krystalicita – míra hmotnostního podílu krystalických oblastí, ovlivuje enzymatické 
zpracování celulózy a je její dležitá, mitelná vlastnost. Zcela neuspoádaná nebo amorfní 
forma celulózy je hydrolyzována rychleji než její krystalická forma [18, 19, 20].  
Obrázek 2: Chemický vzorec celulózy [19] 
2.7.2 Hemicelulóza 
Hemicelulóza spolu s pektiny tvoí výpl mezi celulosovými vlákny. Hemicelulózy jsou 
obvykle charakterizovány podle hlavního cukerného zbytku, který obsahují, nap. xylany, 
mannany a glukany. Rzné typy hemicelulózy se dlí do dvou obecných kategorií založených 
na hydrataci vláken. Nízkou hydrataní schopnost mají arabinoxylany, glukuronoxylany, 
xyloglukany a lineární mannany. Tato skupina hemicelulózy stabilizuje bunné stny pes 
atom vodíku – vazebné interakce s celulózou a kovalentní interakce s ligninem. Druhou 
kategorií jsou hemicelulózy s vysokou schopností hydratace vláken. Do této kategorie patí 
galaktoglukomannany, glukomannany, galaktomannany, což jsou základní hemicelulózy 
kávové sedliny, a H-glukany - obvykle slouží jako zásobárna vody v organismech [18].  
2.8 Hydrolýza 
Hydrolýza je chemická reakce, pi které jsou molekuly štpeny pidáním molekuly vody a 
vhodného katalyzátoru, katalýza mže být kyselá i zásaditá. Pi každém kroku hydrolýzy je 
spotebována jedna molekula vody. Bhem hydrolýzy získá jeden fragment pvodní molekuly 
vodíkový iont vody a druhý hydroxylový ion vody [19, 21, 22]. 
2.8.1 Hydrolýza celulózy a hemicelulózy 
Celulózy a hemicelulózy mohou být štpeny na jednoduché cukry a ty mohou být pomocí 
fermentace pemnny na rzné produkty, jako je nap. ethanol. Celulóza se štpí obtížn, 
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protože glukózové jednotky jsou navzájem drženy β - vazbou, kterou je tžší depolymerizovat 
než 	 – vazbu, vyskytující se u škrob [18].  
 U hemicelulózy po hydrolýze vzniká vtší množství cukr (arabinóza, glukóza, manóza, 
xylóza a galaktóza) a nkteré organismy nejsou schopny tyto cukry efektivn pemovat na 
produkty [18].  
Hydrolýza celulózy a hemicelulózy je možná pomocí kyselin nebo enzym – celuláz, které 
katalyzují reakce vody s glukanem v etzcích celulózy.  Kyseliny mohou díky malé velikosti 
svých molekul procházet do krystalické struktury celulózy. Díky této reakci dojde k uvolnní 
glukózových monomerních jednotek z celulózového etzce. Ze 162 hmotnostních jednotek 
glukanu a 18 hmotnostních jednotek vody se uvolní 180 hmotnostních jednotek glukózy. Jako 
meziprodukty hydrolýzy se obvykle uvolují oligomery skládající se z nkolika glukózových 
jednotek, z 50% je to celobióza nebo oligomery tvoené temi glukózovými jednotkami. 
Celulóza je hydrolyzována podle stechiometrie:  
(C6H5O10)n + nH2O 
nC6H12O6.                                           (1) 
Celulytické enzymy jsou velmi specifické, jejich teplotní optimum se pohybuje okolo 50  °C. 
Pi použití celulolytických enzym se obvykle dosahuje velkých výnos glukózy. Pokud je 
použita zedná kyselina, je teba použít také vyšších teplot (teploty vyšší než 160  °C), ímž 
dochází k rozkladu glukózy na rozkladné produkty (nap. furfural). Pi použití koncentrované 
kyseliny nemusí být použity tak vysoké teploty a výnosy jsou podobné jako pi použití 
celulolytických enzym [18, 23].  
Hemicelulóza mže být hydrolyzována pídavkem vody nebo pomoci enzym hemiceluláz, 
kdy dojde k uvolnní jednotlivých cukr. Stechiometrie hydrolýzy hemicelulózy na hexózy je 
stejná jako u hydrolýzy celulózy, ale hemicelulóza mže být štpena také na pentózy – xylany 
a arabinany podle stechiometrie: 
(C5H8O4)n + nH2O 
nC5H10O5.                                         (2) 
Bhem hydrolýzy hemicelulózy také vznikají oligomerní jednotky, které jsou dále štpeny na 
kratší etzce a nakonec až na jednoduché cukry. Hemicelulázy jsou vysoce specifický a 
katalyzují hydrolýzu pi mírné teplot, ímž se zabrání degradaci vzniklých cukr a jsou 
získány vysoké výnosy. Zedné kyseliny také katalyzují hydrolýzu hemicelulózy pi 
teplotách 100 – 200 °C [18]. 
2.8.2Kyselá hydrolýza celulózy 
Obecn platí, že celulóza je krystalická látka tvoená pvn spojenými glukózovými 
jednotkami. Pomocí vysokých teplot v kombinaci s koncentrovanými kyselinami je možné 
celulózové etzce rozštpit na glukózové jednotky. S rostoucí teplotou a koncentrací kyseliny 
roste i koncentrace glukózy, ale po dosažení teploty okolo 220 °C dochází ve znané míe 
k pyrolýze a vedlejším reakcím, bhem nichž vzniká vtší množství dehtu a dalších 
nežádoucích vedlejších produkt, jako je hydroxymethylfurfural, kyselina mravení nebo 
kyselina levulinová. Reakní podmínky pro dosažení maximálních výnos glukózy jsou 
zahátí materiálu na 250 °C s 1% kyselinou sírovou po dobu 6 s [18].  
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 Pi kyselé hydrolýze zednou kyselinou dochází k uvolnní vodíkových iont z molekuly 
vody. Tyto ionty se navážou na kyselinu, která je v roztoku pítomná a vznikne konjugovaná 
kyselina. Díky tomu se rozštpí glykosidická vazba a vzniknou volné glukózové jednotky 
nebo krátké etzce glukózových jednotek – glukózové oligomery, které dále hydrolyzují také 
na glukózu. Vodíkový iont psobí jako katalyzátor, který usnaduje hydrolýzu. Amorfní ásti 
celulózy a glukózové oligomery jsou hydrolyzovány velmi rychle, zatímco krystalické ásti 
celulózy pomaleji [12, 18].  
2.8.3 Kyselá hydrolýza hemicelulózy 
Kyselá hydrolýza hemicelulózy je analogická kyselé hydrolýze celulózy. Kyselina katalyzuje 
štpení etzc hemicelulózy na kratší oligomery a následn na monomerní glukózové 
jednotky. Pro hydrolýzu hemicelulózy jsou dostaující mírnjší podmínky, protože 
hemicelulóza má amorfní strukturu [18].  
2.8.4 Alkalická hydrolýza celulózy a hemicelulózy 
Glykosidické vazby v molekule celulózy nebo hemicelulózy jsou velice reaktivní i v siln
alkalickém prostedí. Pi této hydrolýze je štpena glykosidická vazba na poslední 
glukopyranóze. Reakce zaíná izomerací aldosy na ketosu, kdy vzniká karbonylová skupina, 
která se nachází v -poloze glykosidické vazby.  Vzniknou tzv. -alkoxykarbonylové 
struktury, u kterých je v siln alkalickém prostedí hydrolyzována glykosidická vazba a 
odštpuje se koncová glukopyranóza. Zárove vzniká nová terminální glukopyranóza a celá 
reakce se opakuje znovu. Obecn platí, že alkalická hydrolýza celulózy je pomalejší než 
hydrolýza kyselá [20, 25].   
2.8.5 Enzymatická hydrolýza 
2.8.5.1 Enzymy 
Enzymy jsou vysokomolekulární bílkoviny, které katalyzují biochemické reakce. Nijak 
nenarušují polohu rovnováhy a nemohou vyvolat reakci, která je jinak nevýhodná, ale pouze 
snižují aktivaní energii a tím ji urychlují. Enzymy glykozidázy, které psobí bhem 
hydrolýzy polysacharid, zvyšují reakní rychlost a mní dobu reakce z milion let na 
milisekundy [19].  
 Enzymy vtšinou bývají velice specifické, to znamená, že katalyzují pouze reakci jedné 
sloueniny nebo uritý okruh slouenin. Tato slouenina se nazývá substrát pro daný enzym. 
Krom bílkovinné ásti se enzymy skládají ješt z nebílkovinné ásti – 
kofaktoru (anorganické ionty, menší organické molekuly). Bílkovinná ást enzymu se nazývá 
apoenzym a apoenzym s kofaktorem tvoí dohromady celek – holoenzym. Biologickou 
aktivitu vykazuje pouze holoenzym [19].  
 Podstata katalytické aktivity enzym je vtom, že piblíží reagující molekuly a podrží je 
v takové prostorové orientaci, která je pro danou reakci nezbytná a poskytnou bazické nebo 
kyselé místo pro katalýzu jednotlivých krok [19].  
  Enzymy, které katalyzují rozkladné reakce za pítomnosti vody, se adí do skupiny 
hydroláz. Pro štpení celulózy se využívá enzym celuláza a pro štpení hemicelulózy enzym 
hemiceluláza. Ve vodném roztoku hydrolázy katalyzují štpené podle rovnice: 
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YHOHXOHYX 2 −+− →←+−
enzym
                                        (3)
Enzymy se z pírodních zdroj získávají pomocí technik frakcionace a izolace bílkovin. 
Výchozím materiálem pro získání enzym byly rostlinné a živoišné tkán, v poslední dob
pevládají mikrobní zdroje a to hlavn z toho dvodu, že mikroorganismy poskytují velký 
výbr rzných enzym a díky rychlému množení a rstu mikroorganism je produkce enzym
vyšší a rychlejší [18, 26, 27].  
2.8.5.2Enzymatická hydrolýza celulózy 
Celuláza, enzym potebný pro štpení vazeb v celulózovém etzci, se mže získávat 
z enzymatického systému celulolytických hub (nap. T.reesei) nebo bakterií (nap. C. 
thermocellum). U hub a bakterií se zapojuje celulózový komplex do katabolismu celulózy, 
která tvoí v souasné dob nejvtší ást odpadu lidské civilizace [18].  
 Celuláza je vlastn soubor tí enzym pracujících spolen. Je tvoena endokluganázou, 
exoglukanázou a -D-glukozidázou [18].  
Endoglukanáza (endo-1,4--glukanáza) psobí na náhodn rozpustné a nerozpustné 1,4-
-D-glukanovésubstráty, které jsou obvykle detekovány snížením viskozity nebo redukujících 
skupin uvolnných z karboxymethylcelulózy [18].  
Exonukleáza (exo-1,4--D-glukanáza) zahrnuje 1,4--D-glukanglukohydrolázu, která 
uvoluje D-glukózu z 1,4--D-glukanu a pomalu hydrolyzuje D-celobiózu, a 1,4--D-
glukancelobiohydrolázu, která uvoluje D-celobiózu z 1,4--D-glukan. Tyto enzymy se také 
vyznaují schopností uvolovat cukry z redukujících nebo neredukujících konc
celulózového etzce [18].  
-D-glukozidáza (-D-glukosidglukohydroláza) zpsobuje uvolnní D-glukózových 
jednotek z celobiózy a rozpustných celodextrin [18].  
 Endoglukanázy a exoglukanázy se navážou na nerozpustný substrát, celulózu, 
mechanismem adsorpce a vznikne komplex enzym – substrát. Po vzniku tohoto komplexu 
probíhá reakce a vznikají produkty štpné reakce [18]. 
2.8.5.3 Enzymatická hydrolýza hemicelulózy 
Pro štpení hemicelulózy jsou potebné enzymy hemicelulázy. Tyto enzymy produkují 
nkteré houby, bakterie a také rostliny. V souasné dob se vtšina komerních hemiceluláz 
vyrábí pomocí geneticky modifikovaných kmen Aspergillus a Trichoderma.  
 Vzhledem k vyšší složitosti struktury hemicelulózy musí být enzymy podílející se na jejím 
štpení lépe vzájemn koordinované [18].  
Hydrolýza xylanové kostry 
Endoxylanáza (1,4-β-D-xylan xylanohydroláza), enzym štpící xylanovou kostru, náhodn
štpí hlavní etzec 1,4-β-D-xylosidické vazby, dále štpí také vazby blízko O-2-vazb
arabinózy. Naopak na vazby β-(1,3) je endoxylanáza neúinná a nemá žádný vliv ani na 
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otevení xylanového etzce. Pi hydrolýze musí být zachována rovnováha mezi 
odštpováním postranních etzc polysacharidové kostry, snížením délky etzce a 
hydrolýzou oligomer na volné monomerní jednotky, to vše pi zachování rozpustnosti a 
pístupnosti enzym. Depolymerující xylanázy a xylanázy odštpující vtvící se ásti pracují 
v souinnosti [18]. 
 Vtšina xylanáz jsou malé molekuly s alkalickým izoelektrickým bodem, a dlí se dvou 
základních skupin – glykosylhydrolázové rodiny 10 a 11, podle svých katalytických 
vlastností. Enzymová rodina 10 poskytuje produkty s nižší molekulovou hmotností než 
rodina 11. Dvodem této odlišnosti je zejm jiné vazebné místo rodiny 10 a 11 [18].  
Hydrolýza manan
Endomananáza (1,4-β-D-mananohydroláza) katalyzuje náhodnou hydrolýzu                          
β-D-1,4-manopyranosylové vazby uvnit hlavního etzce manan a rzných polysacharid
tvoených z velké ásti manózou, jako jsou glukomanany, galaktomanany a 
galaktoglukomanany. Mananázy jsou vtší proteiny než xylanázy, jejich izoelektrický bod 
leží v kyselé oblasti. Mananázy jsou více heterogenní skupina enzym než xylanázy, takže 
nejsou jasn identifikovány podle biochemických vlastností. Stejn jako xylanázy pracují 
v souinnosti enzymy odštpující vtvící se etzce a depolymerující enzymy [18].  
Enzymatická hydrolýza glukan je složitjší než u ostatních ásti hemicelulózy. Nkteré 
hydrolázy glukanu jsou vysoce specifické, jiné mohou psobit na vtší množství substrát. 
Kvli rozdílm ve vazbách enzymy štpí dv formy β-glukanu. Enzymatického štpení β-
glukanu je dosaženo díky glykosylovým hydrolázám rodiny 12. Tyto endo-enzymy jsou 
aktivní na β-(1
4) glykosidické vazby, které jsou odlišné od ostatních enzym
hydrolyzujících β-(1
4) glykosidické vazby u polysacharid, které mají smíšené vazby β-
(1
3, 1
4). Glukan endo-1,3(4)-β-glukanáza je endo-aktivní glykosylováhydroláza, exo-
aktivní glykosyl hydrolázy jsou aktivní pro štpení β-(1
3) glukan. Glukan1,3-β-
glukozidáza odštpuje glukózu z neredukujících konc β-(1
3) glukan [18]. 
Enzymatická hydrolýza hemicelulolytických oligomer
Mezi enzymy potebné k hydrolýze krátkých oligomerních slouenin patí β-xylosidáza, β-
manosidáza a β-glukozidáza. První dva enzymy katalyzují hydrolýzu xylo- a mano-
oligosacharid, kdy odstraují zbytky xylózy nebo manózy z neredukujících konc
oligosacharid. Exoglykanázy jsou obvykle vtší bílkoviny než endoglykanázy a asto jsou 
tvoeny dvma nebo více podjednotkami [18].  
 Pi hydrolýze polysacharid vznikají monomerní cukry, které mohou být dále 
pemovány na hodnotnjší produkty, jako jsou nap. ethanol, butanol, kyselina mléná, 
mastné kyseliny a další. Tato pemna probíhá bhem fermentace pomocí rzných druh
mikroorganism [20, 28]. 
2.8.6 Hydrolýza kávové sedliny 
Kávová sedlina je tvoena pedevším celulózou a hemicelulózami. Mezi nejvýznamnjší 
hemicelulózy zastoupené v kávové sedlin patí galaktomanany, dále sedlina obsahuje malé 
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množství xylan, arabinan a galaktan. Kávovou sedlinu je tedy možné hydrolyzovat 
zednými kyselinami nebo enzymy, a to celulázou, mananázami (pedevším 
galaktomananáza), xylanázami a endoglukanázami [29]. Rozrušení β-1,4-
manopyranosylových vazeb v hlavním etzci manan a jeho derivát jako jsou 
galaktomanany a glukomanany, katalyzují enzymy endomananázy [30]. Celulózu štpí soubor 
tí enzym, které již byly popsány v kapitole 2.8.5.2Enzymatická hydrolýza celulózy. 
V kapitole 2.8.1 Hydrolýza celulózy a hemicelulózy byla popsána hydrolýza zednými 
kyselinami. Nevýhodou kyselé hydrolýzy je fakt, že bhem hydrolýzy polysacharid dochází 
také k degradaci již vzniklých monosacharid. Aby bylo zabránno rozkladu monosacharid
je teba proces provádt za vhodných reakních podmínek (koncentrace kyseliny sírové 
140 mg/g suchého materiálu, teplota 100 – 180  °C a reakní doba 15 – 75 minut) [31].  
3. EXPERIMENTÁLNÍ ÁST 
 3.1 Použité chemikálie a pístroje 
3.1.1 Použité chemikálie 
kyselina sírová 96 %, p.a., H2SO4, lach-ner 
kyselina chlorovodíková 35%, p.a., HCl, lach-ner        
kyselina octová 99,8%, p.a., CH3COOH, lach-ner 
kyselina citronová bezvodá, p.a., C6H8O7, lach-ner 
Folin-Ciocaltauovo inidlo, VWR  
citronan sodný dihydrát, p.a., C6H5O7Na3.2H2O,Lachema s.r.o. 
uhliitan sodný bezvodý, p.a., Na2CO3, lach-ner 
dusitan sodný, p.a., NaNO2, lach-ner 
chlorid hlinitý hexahydrát, AlCl3⋅ 6H20, lach-ner 
hydroxid sodný mikroperly, p.a., NaOH, lach-ner 
hydrogenuhliitan sodný, p.a., NaHCO3, lach-ner 
síran sodný bezvodý, p.a., Na2SO4, lach-ner 
síran amonný, p.a., (NH4)2SO4, lach-ner 
síran hoenatý heptahydrát, p.a., MgSO4⋅7H2O, lach-ner 
dihydrogenfosforenan draselný, p.a., KH2PO4, lach-ner 
vinan sodno-draselný tetrahydrát, C4H4KNaO6⋅ 4H2O, lach-ner 
hexakyanoželezitan draselný, p.a., K3[Fe(CN)6], Lachema s.r.o. 
octan zinenatý dihydrát, p.a., lach-ner 
síran mnatý pentahydrát, CuSO4⋅ 5H2O, Lachema s.r.o. 
molybdenan amonný tetrahydrát, (NH4)6Mo7O24⋅ 4H2O, Lachema 
hydrogenarseninan sodný heptahydrát 
D – glukóza, p.a., C6H12O6, lach-ner 
kvasniný extrakt, HIMEDIA 
sladový extrakt, HIMEDIA 
sójový pepton, HIMEDIA 
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3.1.2 Standardní chemikálie 
katechin, Sigma-Aldrich 
kyselina galová, Sigma-Aldrich 
3.1.3Použité enzymy 
3.1.3.1 Celuláza z Aspergillusniger, Sigma-Aldrich 
Celuláza z Aspergillus niger katalyzuje hydrolýzu endo-1,4-β-D-glykosidické vazby 
v celulose, licheninu, glukanech jemenu a celooligosacharidech (celohexózu na celotriózy). 
Dále štpí glykosylaminoglykany z jádra peptidu hydrolýzou xylosyl - serinové vazby. Tento 
enzym neštpí celobiózu a p-nitrofenyl-β-D-glukosidy. Jedna jednotka enzymu (1 U) uvolní 
1 µmol glukózy z karboxymethylcelulózy za 1 hodinu pi pH 5 a teplot 37 °C. Teplotní 
optimum pro tento enzym je 37 °C a optimální pH je pH 5 [32]. 
Obrázek 3: Specifita celulázy [33] 
3.1.3.2 Hemiceluláza z Aspergillusniger, Sigma-Aldrich 
Je to sms gykolytických enzym vyznaujících se xylanázovou, mananovou a dalšími 
aktivitami. Xylanáza katalyzuje endohydrolýzu 1,4-β-D-xylosidických vazeb v xylanu. Jako 
produkty reakce vznikají rzné 1,4-β-D-xylooligosacharidy. Optimální teplota pro innost 
enzymu je 40 °C a pH 4,5 [34].  
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Obrázek 4:Sspecifita xylanázy [34] 
  
3.1.3 Použité pístroje 
ultrazvuková láze PSO 2000, Powersonic s.r.o. 
centrifuga Mikro 200, Hettichzentrifugen 
ultrazvukový homogenizátor BandelinSonopuls HD 3200, Bandelin 
tepaka, inkubátor Helidolphunimax 1010, Labcom s.r.o. 
pH metr Sensodirect 200, Lovibond 
laboratorní váha EW 620, Kern 
UV/VIS spektrofotometr Helios , Spectronics 
laminární box Aura mini, Bio Air Instruments 
sestava HPLC 
⋅ gradientové erpadlo Beta 10 Plus, Ecom spol. s.r.o. 
⋅ termostat kolon LCO 102 
⋅ kolona REZEX ROA H+, (300 x 7,5 mm) 8% 
⋅ refraktometrický detektor RIDK 102 
⋅ vyhodnocovací software Clarity 
3.1.4 Použité mikroorganismy 
Saccharomyces cerevisiae Meyenex E.C.Hansen, eská národní sbírka typových kultur, 
sbírkové íslo 6646. 
3.2 Píprava roztok
3.2.1 Somogyiho inidla 
⋅ Roztok I 
 24 g Na2CO3, 16 g NaHCO3, 144 g Na2SO4 a 12 g C4H4KNaO6⋅ 4H2O se rozpustí 
v 800 ml destilované vody 
⋅
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⋅ Roztok II  
 4 g CuSO4⋅5H2O a  24 g Na2SO4 se rozpustí v 200 ml destilované vody 
⋅ Roztok III  
 25 g (NH4)6Mo7O24⋅ 4H2O se rozpustí v 450 ml destilované vody a 21 ml 
koncentrované H2SO4, poté se pidají 3 g Na2HAsO4⋅ 7H2O a 25 ml destilované vody. 
3.2.2Carrezovy inidla 
⋅ Roztok I  
 106 g K3[Fe(CN)6] se rozpustí v 1000 ml destilované vody 
⋅ Roztok II  
 219 g (CH3COO)2Zn se rozpustí v 30 ml koncentrované CH3COOH a doplní 
destilovanou vodou na objem 1000 ml. 
3.2.3 Nasycený roztok Na2CO3 
 21,8 g Na2CO3 se rozpustí ve 100 ml destilované vody. 
3.2.4 5% roztok NaNO2
 5 g NaNO2 se rozpustí ve 100 ml destilované vody. 
3.2.5 10% roztok AlCl3
 10 g AlCl3 se rozpustí ve 100 ml destilované vody. 
3.2.6 5% roztok NaOH 
 10 g NaOH se rozpustí v 200 ml destilované vody.  
3.2.7 Píprava tlumivých roztok
 Byla vypoítána navážka kyseliny citronové (c = 0,1 mol/l, 200 ml) a citronanu sodného 
(c = 0,1 mol/l, 200 ml). Tyto navážky byly pevedeny do odmrných bank na 200 ml a 
doplnny destilovanou vodou. Z takto pipravených roztok byly smícháním píslušného 
množství pipraveny tlumivé roztoky o dané hodnot pH. 
3.3 Materiál 
 Pro stanovení byl použit zbytek kávy z kávového automatu na FCH VUT v Brn. Materiál 
byl sušen pi 80 °C po dobu 24 h.  
3.4 Píprava vzork
3.4.1 Vzorky pro kyselou a alkalickou hydrolýzu 
Všechny vzorky byly pipraveny stejným zpsobem. Navážené množství kávy bylo zalito 
destilovanou vodou, poté bylo pidáno píslušné množství kyseliny nebo hydroxidu a zaháto: 
a) na 100 °C po dobu 30 minut 
b) na 121 °C po dobu 15 minut. 
U pipravených vzork byly stanoveny celkové polyfenoly, flavonoidy a redukující sacharidy. 
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3.4.2 Vzorky pro kyselou a alkalickou hydrolýzu s použitím ultrazvukové lázn
Vzorky byly pipraveny stejn jako v bod 3.4.1, ale ped pidáním kyseliny nebo zásady byly 
ponechány na ultrazvukové lázni po dobu 15 minut. 
3.4.3 Vzorky pro kyselou a alkalickou hydrolýzu s použitím ultrazvukového 
homogenizátoru 
Vzorky byly pipraveny stejn jako v bod 3.4.1, ale ped pidáním kyseliny nebo zásady byly 
homogenizovány pomocí ultrazvukového homogenizátoru, kdy bylo u každého vzorku 
použito celkové energie 5000 J. 
3.4.4 Vzorky pro enzymatickou hydrolýzu 
Nejdíve byly tlumivé roztoky upraveny na pH požadované pro enzym. Navážené množství 
substrátu a enzymu bylo zalito tlumivým roztokem o optimálním pH. Takto pipravené 
vzorky byly protepávány po dobu 24 h pi optimální teplot pro daný enzym. 
3.5 Stanovení celkových polyfenol
Pro stanovení celkových polyfenol byly vzorky centrifugovány po dobu 2 minut pi 
12 000 ot/min a píslušn naedny. Vlastní stanovení bylo provedeno spektrofotometrickou 
metodou s použitím Folin-Ciocaltauova inidla a nasyceného roztoku Na2CO3. Jako standard 
byla použita kyselina gallová. 
  
  Do zkumavky byl vždy pipetován 1 ml Folin-Ciocaltauova inidla, 1 ml destilované vody 
a 50 µl vzorku kávy. Tato sms byla promíchána a ponechána 5 minut odstát. Poté byl pidán 
1 ml nasyceného roztoku Na2CO3, obsah zkumavky byl opt promíchán. Po 15 minutách byla 
promena absorbance vzorku pi vlnové délce 750 nm. Soubžn s pípravou vzork byl 
pipraven slepý vzorek, kdy bylo pidáno 50 µl destilované vody místo vzorku kávy. Pomocí 
kalibraní kivky, získané pro dané koncentrace kyseliny gallové, bylo vypoítáno množství 
celkových polyfenol ve vzorku. 
Každý vzorek byl analyzován tikrát, z namených dat byl vypoítán prmr a smrodatná 
odchylka pomocí software Microsoft Office Excel.  
3.6 Stanovení celkových flavonoid
Pro stanovení celkových flavonoid byly vzorky centrifugovány po dobu 2 minut pi 
12 000 ot/min a poté píslušn naedny. Pro stanovení byl použit 5% roztok NaNO2, 10% 
roztok AlCl3, 5% roztok NaOH a jako standard katechin. 
  
 Do zkumavky bylo pipetováno 500 µl vzorku, 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5% 
NaNO2. Sms byla promíchána a ponechána 5 minut stát. Poté byly pidány 0,2 ml 10% 
AlCl3a sms byla opt promíchána. Po 5 minutách bylo pidáno 1,5 ml 5% NaOH a 1 ml 
destilované vody, sms ve zkumavce byla promíchána. Po 15 minutách byly vzorky 
analyzovány pomocí spektrofotometru pi vlnové délce 510 nm. Jako slepý vzorek byla 
použita destilovaná voda. Pomocí rovnice kalibraní kivky katechinu bylo vypoítáno 
množství celkových flavonoid ve vzorku. 
Každý vzorek byl analyzován tikrát, z namených dat byl vypoítán prmr a smrodatná 
odchylka pomocí software Microsoft Office Excel.  
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3.7 Stanovení redukujících sacharid metodou podle Somogyiho a Nelsona 
Pro stanovení redukujících sacharid byly vzorky upraveny íením, aby došlo k 
eliminaci interferencí pi spektrofotometrickém stanovení, pomocí Carrezových roztok – 
bylo pidáno 5% vypoítaných z objemu vzorku Carrezova roztoku I a poté za intenzivního 
protepávání Carrezova roztoku II. Vzorky byly dále centrifugovány po dobu 2 minut pi 
12 000 ot/min a naedny. Pro stanovení byla použita inidla Somogyiho – Nelsona. 
 Do zkumavky byl pipetován 1 ml vzorku, 0,5 ml inidla I a 0,5 ml inidla II. Sms byla 
dkladn promíchána a zahívána na vodné lázni po dobu 10 minut. Poté byla ochlazena na 
laboratorní teplotu, a bylo pidáno 0,5 ml inidla III. Vše bylo dkladn promícháno, 
doplnno destilovanou vodou na objem 10 ml a vzorky byly analyzovány pomocí 
spektrofotometru pi vlnové délce 720 nm. Slepý vzorek byl pipravován souasn
s pípravou vzork, místo vzorku kávy byl použit 1 ml destilované vody. Pomocí rovnice 
kalibraní kivky sestrojené pro dané koncentrace glukózy bylo vypoítáno množství 
redukujících sacharid ve vzorku.  
Každý vzorek byl analyzován tikrát, z namených dat byl vypoítán prmr a smrodatná 
odchylka pomocí software Microsoft Office Excel.  
 U vzork byla také stanovena úinnost hydrolýzy jako množství sacharid získaných 
z 1 g kávové sedliny. 
3.8 Kultivace 
 Hlavním úelem hydrolýzy kávové sedliny bylo její pípadné využití jako substrátu pro 
rst mikroorganism a produkci využitelných látek. Kultivace byla provádna na vybraných 
hydrolyzátech kávy, použitými mikroorganismy byly kvasinky Saccharomyces cerevisiae.  
 Pro pípravu pro inokulum byly použity 3 g kvasniného extraktu, 3 g sladového extraktu, 
5 g pektinu a 10 g glukózy rozpuštné v 1000 ml destilované vody. 
Pro posouzení vhodnosti hydrolyzát byl u všech vzork kávy vypoítán faktor K, kdy platí, 
že ím vyšší hodnotu faktor má, tím lepší je vzorek pro kultivaci. Vhodný vzorek by ml 
obsahovat vyšší koncentraci sacharid a nízkou koncentraci polyfenolických látek (inhibitory 
rstu mikroorganism). 
lh polyfenoe celkovýckoncentrac
ridcích sachae redukujíkoncentrac
K = . 
Kultivace byla provádna: 
a) v 50 ml vzorku kávy s 5%  inokula - pro kyselou hydrolýzu  
⋅ bez pidání minerálních látek 
⋅ s pidáním minerálních látek 
b) ve 25 ml vzorku kávy s 5% inokula - pro enzymatickou hydrolýzu 
⋅ bez pidání minerálních látek 
⋅ s pidáním minerálních látek. 
 Fermentaní proces byl zajištn kvasinkou Saccharomyces cerevisiae. Kultivace probíhala 
pi teplot 30 °C po dobu 12 hodin a 160 ot/min. 
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 Média (vzorky kávy) byla zfiltrována (pro odstranní kávové sedliny) a obohacována 
síranem amonným v koncentraci 1g/l média, dihydrogenfosforenanem draselným 
v koncentraci 1g/l média a síranem hoenatým v koncentraci 5g/l média. 
 V prbhu kultivace byly odebírány vzorky v ase 0, 8, 11, 17 a 96 h od zaátku kultivace. 
Odebrané vzorky byly analyzovány pomocí HPLC/RID a gravimetrickou metodou byla 
stanovena biomasa. U vzork odebraných v ase 0, 17 a 96 h byly stanoveny celkové 
polyfenoly a flavonoidy.  
3.9 Gravimetrické stanovení biomasy 
Odebrané vzorky byly centrifugovány pi 9000 ot/min po dobu 3 minut. Kapalný podíl byl 
uchován pro analýzu na HPLC/RID. Biomasa byla promyta destilovanou vodou a 
centrifugována pi 9000 ot/min po dobu 3 min. Poté byla rozsuspendována v 1 ml destilované 
vody, pevedena do pedem zvážených  Eppendorfových zkumavek a centrifugována pi 
12 000 ot/min po dobu 2 minut. Kapalná ást byla odlita a biomasa byla sušena pi 80 °C do 
konstantní hmotnosti. 
3.10 HPLC/RID 
Kapalná ást odebraných vzork byla upravena íením pomocí Carrezových roztok, 
centrifugována pi 12 000 ot/min po dobu 2 minut, naedna mobilní fází a opt 
centrifugována pi 12 000 ot/min po dobu 2 minut. 
 Jako mobilní fáze byla použita 0,005 M kyselina sírová. Vzorek o objemu 20 µl, byl 
analyzován pi prtoku 0,5 ml/min na kolon  Rezex ROA H+ (300 x 7,5 mm) 8 %. Kolona 
byla vyhívána na 60 °C. Pro detekci byl použit refraktometrický detektor. 
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4. VÝSLEDKY 
V experimentální ásti byly hydrolyzovány vzorky káv jak chemickou tak mechanickou 
cestou a jejich kombinací. U hydrolyzovaných vzork byly spektrofotometricky analyzovány 
skupinové parametry látek, u nichž se pedpokládalo, že bude docházet ke zmnám 
koncentrace, a to redukující sacharidy, celkové polyfenoly a flavonoidy.  
4.1 Mechanická hydrolýza 
Mechanická hydrolýza kávy byla provedena zahátím na 100 °C po dobu 30 minut a to 
samostatn i v kombinaci s ultrazvukovým homogenizátorem, dále zahátím na 121 °C po 
dobu 15 minut také samostatn a v kombinaci s ultrazvukovým homogenizátorem. Byl 
pipraven také srovnávací vzorek bez chemického a mechanického psobení. Použitá 
koncentrace kávy byla 50 g/l.  
Tabulka 3:Výsledky mechanické hydrolýzy 
koncentrace [g/l]  
redukující 
sacharidy 
celkové 
polyfenoly 
celkové 
flavonoidy 
faktor 
K 
Výtžnost 
hydrolýzy 
[g] 
100 °C 30 min 1,611 ± 0,007 2,509 ± 0,014 0,527 ± 0,010 0,642 0,032 
100 °C 30 min + 
UH 
0,419 ± 0,019 2,659 ± 0,020 1,184 ± 0,020 0,158 
0,008 
121 °C 15 min 0,639 ± 0,045 0,820 ± 0,023 0,747 ± 0,001 0,780 0,013 
121 °C 15 min + 
UH 
1,010 ± 0,003 0,750 ± 0,002 0,901 ± 0,003 1,346 
0,020 
srovnávací 
vzorek 
0,458 ± 0,031 2,624 ±0,024 1,356 ± 0,016  
Poznámka: UL = ultrazvuková láze, UH = ultrazvukový homogenizátor. Výtžnost 
hydrolýzy je množství redukujících sacharid [g] uvolnných z 1 g kávové sedliny. 
Graf 2: Obsah redukujících sacharid po mechanické hydrolýze kávy
Poznámka: UH = ultrazvukový homogenizátor. 
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Koncentrace redukujících sacharid se pohybovaly v rozmezí hodnot od 0,419 g/l do 
1,611 g/l, piemž nejnižší hodnota patí vzorku upravenému kombinací ultrazvukového 
homogenizátoru a zahátí na 100 °C a nejvyšší vzorku zahátému na 100 °C po dobu 
30 minut. V Grafu 2 je uveden také srovnávací vzorek, u kterého je koncentrace redukujících 
sacharid 0,458 g/l, což je hodnota vyšší než pi použití kombinace ultrazvukového 
homogenizátoru a zahátí na 100 °C. Pehled koncentrací redukujících sacharid ve všech 
vzorcích pipravených mechanickou hydrolýzou shrnuje Tabulka 3. 
Graf 3: Obsah celkových polyfenol po mechanické hydrolýze kávy 
Poznámka: UH = ultrazvukový homogenizátor. 
 Shrnutí získaných koncentrací polyfenol je uvedeno vTabulce 3. Koncentrace celkových 
polyfenol se pohybovaly v rozmezí hodnot od 0,750 g/l do 2,659 g/l, kdy nejnižší 
koncentrace byla namena u vzorku upraveného použitím ultrazvukového homogenizátoru 
v kombinaci se zahátím na 121 °C (po dobu 15 minut) a nejvyšší koncentrace u vzorku 
s použitou kombinací ultrazvukového homogenizátoru a zahátím 
na 100 °C (po dobu 30 minut). Srovnávací vzorek obsahuje také znané množství polyfenol, 
a to 2,624 g/l. Z Grafu 3 vyplývá, že se koncentrace polyfenol po provedení mechanické 
hydrolýzy snížila u všech vzork, s výjimkou vzorku upraveného kombinací ultrazvukového 
homogenizátoru a zahátého na 100 °C (po dobu 30 minut), kdy se koncentrace polyfenol
nepatrn zvýšila. 
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Graf 4: Obsah celkových flavonoid po mechanické hydrolýze kávy
Poznámka: UH = ultrazvukový homogenizátor. 
 Shrnutí koncentrací celkových flavonoid je uvedeno v Tabulce 3. Nejvyšší koncentraci 
flavonoid obsahuje srovnávací vzorek, a to 1,356 g/l. Koncentrace flavonoid u vzork
pipravených mechanickou hydrolýzou se pohybují od 0,527 g/l, pro vzorek zahátý na 
100 °C (po dobu 30 minut), po 1,184 g/l, pro vzorek pipravený kombinací ultrazvukového 
homogenizátoru a zahátí na 100 °C (po dobu 30 minut). Jelikož jsou flavonoidy velkou 
podskupinou polyfenolických látek, z Grafu 4 vyplývá, že vzorky obsahují i jiné polyfenoly 
než pouze flavonoidy, protože se koncentrace flavonoid u všech pipravených vzork, 
narozdíl od koncentrace polyfenol, snížila [35]. Nejvyšší hodnotu faktoru K (1,346) zde má 
vzorek hydrolyzovaný kombinací ultrazvukového homogenizátoru a zahátí na 121 °C po 
dobu 15 minut. 
4.2 Kyselá hydrolýza 
Pro kyselou hydrolýzu kávy byly použity ti rzné kyseliny – H2SO4, HCl a CH3COOH ve 
tech koncentracích 0,5%, 1,0% a 2,5%. Použitá koncentrace kávy byla 50 g/l. Vzorky byly 
podrobeny kyselé hydrolýze v kombinacích s mechanickým a tepelným psobením. Byl 
pipraven také srovnávací vzorek bez chemického a mechanického psobení. 
Tabulka 4: Kyselá hydrolýza kávy – pehled 
H2SO4 HCl CH3COOH 
0,5% 1,0% 2,5% 0,5% 1,0% 2,5% 0,5% 1,0% 2,5% 
100 °C 
30 min 
kyselina         
UL         
UH         
121 °C 
15 min 
kyselina      
UH         
Poznámka: UL = ultrazvuková láze, UH = ultrazvukový homogenizátor. 
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Tabulka 5: Výsledky kyselé hydrolýzy 
koncentrace [g/l]  
redukující 
sacharidy 
celkové 
polyfenoly 
celkové 
flavonoidy 
faktor 
K 
Výtžnost 
hydrolýzy 
[g/g] 
H
2S
O
4 10
0 
°C
 
30
 m
in
 
0,50% 1,101 ± 0,006 3,157 ± 0,018 0,213 ± 0,005 0,349 0,022 
1,00% 1,683 ± 0,012 3,304 ± 0,002 0,432 ± 0,022 0,509 0,034 
2,50% 3,024 ± 0,009 2,889 ± 0,007 0,298 ± 0,016 1,047 0,060 
0,5% + UL 1,197 ± 0,010 3,049 ± 0,022 0,338 ± 0,019 0,393 0,007 
1% + UL 2,240 ± 0,014 3,314 ± 0,007 0,337 ± 0,024 0,676 0,013 
2,5% + UL 3,135 ± 0,017 2,955 ± 0,022 0,267 ± 0,004 1,061 0,018 
2,5% + UH 7,519 ± 0,027 3,273 ± 0,027 1,460 ± 0,014 2,298 0,150 
12
1 
°C
 
15
 m
in
 1,00% 8,000 ± 0,002 3,471 ± 0,006 1,782 ± 0,025 2,304 0,160 
2,50% 11,337 ± 0,029 3,887 ± 0,016 1,467 ± 0,017 2,917 0,227 
2,5% + UH 26,827 ± 0,022 0,726 ± 0,005 0,541 ± 0,002 36,967 0,537 
H
C
l 1
00
 °
C
 
30
 m
in
 
0,50% 1,034 ± 0,004 3,639 ± 0,013 0,522 ± 0,012 0,284 0,021 
1,00% 2,442 ± 0,004 3,555 ± 0,009 0,541 ± 0,025 0,687 0,049 
2,50% 5,707 ± 0,045 2,596 ± 0,009 0,362 ± 0,018 2,198 0,114 
0,5% + UL 0,986 ± 0,004 3,060 ± 0,025 0,397 ± 0,022 0,322 0,006 
1% + UL 2,942 ± 0,021 3,601 ± 0,017 0,515 ± 0,023 0,817 0,017 
2,5% + UL 5,788 ± 0,065 1,964 ± 0,008 0,285 ± 0,021 2,947 0,033 
2,5% + UH 4,255 ± 0,022 3,294 ± 0,001 1,178 ± 0,040 1,292 0,085 
12
1 
°C
 
15
 m
in
 1,00% 8,601 ± 0,010 4,368 ± 0,005 1,170 ± 0,025 1,969 0,172 
2,50% 10,962 ± 0,008 2,076 ± 0,009 0,702 ± 0,017 5,280 0,219 
2,5% + UH 25,288 ± 0,021 1,622 ± 0,015 0,828 ± 0,002 15,587 0,506 
C
H
3C
O
O
H
 
10
0 
°C
 
30
 m
in
 
0,50% 0,470 ± 0,014 2,289 ± 0,007 1,394 ± 0,019 0,205 0,009 
1,00% 0,536 ± 0,006 2,331 ± 0,005 1,033 ± 0,024 0,230 0,011 
2,50% 0,552 ± 0,018 2,222 ± 0,006 1,260 ± 0,004 0,248 0,011 
0,5% + UL 0,486 ± 0,032 2,366 ± 0,017 1,383 ± 0,015 0,205 0,010 
1% + UL 0,629 ± 0,041 2,467 ± 0,017 0,705 ± 0,037 0,255 0,013 
2,5% + UL 0,581 ± 0,012 2,543 ± 0,024 1,277 ± 0,033 0,228 0,012 
2,5% + UH 0,517 ± 0,020 3,109 ± 0,010 1,592 ± 0,024 0,166 0,010 
12
1 
°C
 
15
 m
in
 1,00% 4,601 ± 0,023 1,762 ± 0,003 0,516 ± 0,001 2,611 0,092 
2,50% 6,447 ± 0,071 1,239 ± 0,011 0,500 ± 0,005 5,205 0,129 
2,5% + UH 6,764 ± 0,018 0,499 ± 0,014 0,402 ± 0,002 13,558 0,135 
 srovnávací vzorek 0,458 ± 0,031 2,624 ±0,024 1,356 ± 0,016  
Poznámka: UL = ultrazvuková láze, UH = ultrazvukový homogenizátor. Výtžnost 
hydrolýzy je udávána v množství redukujících sacharid [g] získaných z 1 g kávové sedliny. 
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Graf 5: Obsah redukujících sacharid po kyselé hydrolýze kávy
Poznámka: UL = ultrazvuková láze, UH = ultrazvukový homogenizátor, 
A = autokláv  (zahátí na 121 °C po dobu 15 minut). Vzorky, u kterých v grafu není zkratka A 
byly zaháty na 100 °C po dobu 30 minut. 
  
 V Grafu 5jsou zvýraznny jednotlivé skupiny hydrolýz. Koncentrace redukujících 
sacharid se pohybovaly v rozmezí od 0,470 g/l do 26,827 g/l, piemž nejnižší hodnota patí 
kombinaci kyseliny octové a zahátí na 100 °C (30 minut) a nejvyšší koncentrace kombinaci 
2,5% kyseliny sírové s psobením ultrazvukového homogenizátoru a zahátím 
na 121 °C (15 minut). Velmi špatné výsledky hydrolýzy vykazovalo použití kyseliny octové, 
kdy se výsledné koncentrace redukujících sacharid pohybovaly na úrovni koncentrace 
uvolnné u srovnávacího vzorku. To je zejm zpsobeno tím, že kyselina octové se narozdíl 
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od kyseliny sírové a chlorovodíkové adí do slabých kyselin, takže její schopnost odštpovat 
kyselý vodíkový iont je menší a tím pádem nemže tak dobe katalyzovat hydrolýzu jako 
další dv kyseliny. Lepší výsledky byly pozorovány u použití kyseliny chlorovodíkové, kdy 
byla koncentrace redukujících sacharid srovnatelná, v jednom pípad i vyšší, s koncentrací 
uvolnnou psobením kyseliny sírové. Nejvíce úinné jsou 2,5% kyseliny v kombinaci 
s ultrazvukovým homogenizátorem a zahátím na 121 °C po dobu 15 minut. Pomocí této 
kombinace bylo dosaženo nejlepší výtžnosti hydrolýzy, kdy se dosahovala 
až 0,537 g/g kávové sedliny, a to pi použití 2,5% kyseliny sírové. Velmi dobrých výsledk
bylo dosaženo kombinací 2,5% kyseliny chlorovodíkové s ultrazvukovým homogenizátorem 
a zahátím na 121 °C (15 minut). Je tedy zejmé, že použití ultrazvukového homogenizátoru 
znan pispívá k vtším výtžkm redukujících sacharid, kdy s jeho použitím bylo 
dosaženo mnohem lepších výsledk hydrolýzy (pedevším u kyseliny sírové a 
chlorovodíkové) než bez jeho použití. Naopak nejmén úinné bylo použití ultrazvukové 
lázn, a to se všemi koncentracemi kyselin. V Grafu 5je uvedena také koncentrace 
redukujících sacharid u srovnávacího vzorku, tedy bez chemického a mechanického 
psobení. Všechny koncentrace sacharid jsou shrnuty v Tabulce 5. 
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Graf 6: Obsah celkových polyfenol po kyselé hydrolýze kávy 
Poznámka: UL = ultrazvuková láze, UH = ultrazvukový homogenizátor, 
A = autokláv  (zahátí na 121 °C po dobu 15 minut). Vzorky, u kterých v grafu není zkratka A 
byly zaháty na 100 °C po dobu 30 minut. 
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Graf 7: Obsah celkových flavonoid po kyselé hydrolýze kávy
Poznámka: UL = ultrazvuková láze, UH = ultrazvukový homogenizátor, 
A = autokláv  (zahátí na 121 °C po dobu 15 minut). Vzorky, u kterých v grafu není zkratka A 
byly zaháty na 100 °C po dobu 30 minut. 
 Nejvyšší koncentrace polyfenol a flavonoid byly u vzork pipravených hydrolýzou za 
použití kyseliny chlorovodíkové. Koncentrace polyfenol se pohybovala od 0,499 g/l do 
4,368 g/l, nejnižší koncentrace polyfenol se uvolnila u vzorku s použitou kombinací 
2,5% kyseliny octové a ultrazvukového homogenizátoru, kdy byl vzorek zahátý 
na 121 °C (15 minut), naopak nejnižší koncentrace byla u stejné kombinace, ale 
s 1% kyselinou chlorovodíkovou. Nejnižší koncentrace flavonoid byla vzorku 
hydrolyzovaného 0,5% kyselinou sírovou a zahátého na 100 °C (30 minut), a to 0,213 g/l. 
Nejvyšší koncentrace flavonoid byla 1,782 g/l u vzorku pipraveného kombinací 
1% kyseliny sírové zahátého na 121 °C (15 minut). V Grafu 6 a Grafu 7jsou uvedeny také 
koncentrace polyfenol a flavonoid u srovnávacích vzork, z graf je patrné, že u vzork
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pipravených s kyselinou octovou a mén koncentrovanými kyselinami byly koncentrace 
polyfenol i flavonoid po hydrolýze nižší. Nejlepší výsledek, z hlediska faktoru K, byla 
hydrolýza 2,5% kyselinou sírovou v kombinaci s ultrazvukovým homogenizátorem a 
zahátím na 121 °C (po dobu 15 minut), kdy ml faktor hodnotu 36,967. Dobrého výsledku 
dosáhla také hydrolýza 2,5% kyselinou chlorovodíkovou (ve stejné kombinaci), kdy ml 
faktor K hodnotu 15,587. U tchto dvou vzork se koncentrace sacharid lišila velmi málo, 
ale u hydrolyzátu kyseliny chlorovodíkové byl vyšší obsah polyfenolickýh látek, proto má 
faktor K nižší hodnotu. Teoreticky je tedy pro kultivaci lepší vzorek hydrolyzovaný kyselinou 
sírovou. 
4.3 Alkalická hydrolýza 
Pro alkalickou hydrolýzu byl použit hydroxid sodný ve tech rzných koncentracích a to 
0,5%, 1,0% a 1,5%. Vzorky byly podrobeny alkalické hydrolýze v kombinaci s mechanickým 
a tepelným psobením. Pro stanovení byla použita koncentrace kávy 50 g/l. Srovnávací 
vzorek byl pipraven bez mechanického psobení a bez psobení hydroxidu sodného. 
Tabulka 6: Alkalická hydrolýza - pehled
NaOH 
0,5% 1,0% 1,5%
100 °C 
30 min 
hydroxid   
ultrazvuková 
láze
  
ultrazvukový 
homogenizátor 
  
121 °C 
15 min 
hydroxid   
ultrazvukový 
homogenizátor 
  
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Tabulka 7: Výsledky alkalické hydrolýzy 
koncentrace [g/l]  
redukující 
sacharidy 
celkové 
polyfenoly 
celkové 
flavonoidy 
faktor 
K 
Výtžnost 
hydrolýzy [g/g] 
N
aO
H
 100 °C 
30 min
0,50% 0,185 ± 0,011 2,348 ± 0,020 0,718 ± 0,023 0,079 0,004 
1,00% 0,306 ± 0,022 3,021 ± 0,018 0,564 ± 0,021 0,101 0,006 
1,50% 0,360 ± 0,014 3,178 ± 0,020 0,752 ± 0,009 0,113 0,007 
0,5% + 
UL 
0,250 ± 0,015 3,077 ± 0,011 0,851 ± 0,001 0,081 
0,005 
1,0% + 
UL 
0,239 ± 0,015 3,157 ± 0,006 0,771 ± 0,008 0,076 
0,005 
1,5% + 
UL 
0,240 ± 0,016 3,084 ± 0,005 0,800 ± 0,015 0,078 
0,005 
0,5% + 
UH 
0,248 ± 0,003 3,084 ± 0,005 0,965 ± 0,016 0,080 
0,005 
1,0% + 
UH 
0,239 ± 0,004 3,252 ± 0,008 0,934 ± 0,012 0,074 
0,005 
1,5% + 
UH 
0,241 ± 0,028 2,959 ± 0,011 0,764 ± 0,007 0,081 
0,005 
121 °C 
15 min
1,5% + 
UH 
0,361 ± 0,053 1,793 ± 0,013 1,030 ± 0,009 0,201 
0,007 
srovnávací 
vzorek 
0,458 ± 0,031 2,624 ±0,024 1,356 ± 0,016  
Poznámka: UL = ultrazvuková láze, UH = ultrazvukový homogenizátor. Výtžnost 
hydrolýzy je udávána v množství redukujících sacharid [g] získaných z 1 g kávové sedliny. 
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Graf 8: Obsah redukujících sacharid po alkalické hydrolýze kávy
Poznámka: UL = ultrazvuková láze, UH = ultrazvukový homogenizátor, 
A = autokláv  (zahátí na 121 °C po dobu 15 minut). Vzorky, u kterých v grafu není zkratka A 
byly zaháty na 100 °C po dobu 30 minut. 
 Koncentrace redukujících sacharid se po alkalické hydrolýze pohybuje v rozmezí 
0,185 g/l do 0,361 g/l. Nejnižší hodnota je u vzorku pipraveném 0,5% hydroxidem sodným 
zahátém na 100 °C (30 minut) a nejvyšší u vzorku, který byl pipraven kombinací 1,5% 
hydroxidu sodného s ultrazvukovým homogenizátorem zahátém na 121 °C (15 minut). 
 V Grafu 8 je uvedena koncentrace srovnávacího vzorku, kdy je patrné, že koncentrace 
sacharid je u všech vzork pipravených alkalickou hydrolýzou nižší než u srovnávacího 
vzorku. Všechny koncentrace sacharid jsou uvedeny v Tabulce 7. Alkalická hydrolýza se 
ukázala jako velmi málo úinná, což potvrzují i hodnoty úinnosti hydrolýzy shrnuté 
v Tabulce 7. 
.
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Graf 9: Obsah celkových polyfenol po alkalické hydrolýze kávy
Graf 10: Obsah celkových flavonoid po alkalické hydrolýze kávy 
Poznámka (Graf 9 a Graf 10): UL = ultrazvuková láze, UH = ultrazvukový homogenizátor, 
A = autokláv  (zahátí na 121 °C po dobu 15 minut). Vzorky, u kterých v grafu není zkratka A 
byly zaháty na 100 °C po dobu 30 minut. 
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Nejvyšší obsah polyfenol byl zjištn u vzorku pipraveného alkalickou hydrolýzou 
s 1,0% hydroxidem sodným v kombinaci s ultrazvukovým homogenizátorem, který byl 
zahátý na teplotu 100 °C (30 minut). Naopak nejnižší koncentrace polyfenol byla u vzorku, 
kdy byla použita kombinace 1,5% hydroxidu sodného s ultrazvukovým homogenizátorem a 
byl zahátý na 121 °C (15 minut). Nejvyšší koncentrace polyfenol byla 3,252 g/l a nejnižší 
1,793 g/l. Z Grafu 9je patrné, že koncentrace polyfenol se po hydrolýze zvýšilau všech 
vzork krom vzorku s použitím 0,5% hydroxidu sodného zahátého na 100 °C (30 minut) a 
vzorku s nejnižší koncentrací polyfenol. Koncentrace flavonoid se pohybují v rozmezí od 
0,564 g/l do 1,030 g/l, piemž nejnižší koncentrace patila vzorku, který byl pipraven 
hydrolýzou 1,0% hydroxidem sodným a zahátým na 100 °C (30 minut), nejvyšší koncentrace 
pak vzorku, který byl pipraven kombinací 1,5% hydroxidu sodného s ultrazvukovým 
homogenizátorem a zahátý na 121 °C (15 minut). Koncentrace flavonoid bhem hydrolýzy 
u všech vzork klesla. Koncentrace celkových polyfenol a flavonoid shrnuje Tabulka 7. 
Hodnocením dle faktoru K vychází nejlépe hydrolýza 1,5% hydroxidem sodným s kombinací 
zahátí na 100 °C (30 minut), kdy má faktor K hodnotu 0,113. Tato hodnota faktoru potvrzuje 
fakt, že je alkalická hydrolýza málo úinná. Nejvyšší hodnota faktoru K je 36,967, což je 
mnohem vyšší než jakou poskytuje alkalická hydrolýza nebo výsledkem alkalické hydrolýzy 
jsou velmi nízké koncentrace redukujících sacharid a u nkterých vzor došlo k jejich 
úbytku a nárstu koncentrace polyfenol. 
4.4 Enzymatická hydrolýza 
Enzymatická hydrolýza byla provedena dvma typy enzym – celulázou a hemicelulázou a 
také jejich kombinací v pomru 1:1. Pipraven byl také srovnávací vzorek bez psobení 
enzym. 
Tabulka 8: Výsledky enzymatické hydrolýzy
koncentrace [g/l]  
redukující 
sacharidy 
celkové 
polyfenoly 
celkové 
flavonoidy 
faktor K 
Výtžnost 
hydrolýzy 
[g/g] 
celuláza 1,740 ± 0,005 2,045 ± 0,046 1,042 ± 0,017 0,851 0,052 
hemiceluláza 1,293 ± 0,009 1,483 ± 0,012 1,060 ± 0,008 0,872 0,039 
kombinace 1,423 ± 0,002 1,591 ± 0,007 0,962 ± 0,008 0,894 0,043 
srovnávací 
vzorek 
0,458 ± 0,031 2,624 ±0,024 1,356 ± 0,016  
Poznámka: Výtžnost hydrolýzy je udávána v množství redukujících sacharid [g] získaných 
z 1 g kávové sedliny. 
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Graf 11: Obsah redukujících sacharid po enzymatické hydrolýze kávy
 Nejvyšší obsah redukujících sacharid byl ve vzorku pipraveném psobením 
celulázy (1,740 g/l) a nejnižší koncentrace (1,293 g/l) psobením hemicelulázy. To je zejm
zpsobeno tím, že hemicelulóza je specifická vi jiným hemicelulózám než tm, které jsou 
obsaženy v kávové sedlin. Pomrn vysoké koncentrace (1,423 g/l) bylo také dosaženo 
psobením kombinace obou enzym. Výsledky enzymatické hydrolýzy jsou shrnuty 
v Tabulce 8. Celkov jsou výtžky sacharid enzymatické hydrolýzy nižší než psobením 
kyselin. To je zpsobeno tím, že kávová sedlina obsahuje asi 10 % celulózy, takže nemohlo 
být dosaženo takových výtžk jako u kyselé hydrolýzy. Nejvtší úinnost mla hydrolýza za 
použití celulázy, ale obecn byly úinnosti mnohem nižší než u kyselé hydrolýzy. 
Graf 12: Obsah celkových polyfenol po enzymatické hydrolýze kávy 
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Graf 13: Obsah celkových flavonoid po enzymatické hydrolýze kávy 
 Koncentrace polyfenol a flavonoid bhem hydrolýzy klesla. Nejnižší koncentrace 
polyfenol byla u vzorku hydrolyzovaném hemicelulázou (1,483 g/l), u flavonoid byla 
nejnižší koncentrace (0,962 g/l) u hydrolýzy kombinací celulázy a hemicelulázy. Nejvyšší 
koncentrace polyfenol byla zjištna pi použití celulázy (2,045 g/l), u flavonoid byla 
nejvtší koncentrace (1,060 g/l) namena u vzorku, který byl hydrolyzován hemicelulázou. 
Koncentrace polyfenol a flavonoid jsou shrnuty v Tabulce 8. Dle faktoru K je pro kultivaci 
nejvhodnjší vzorek kombinací obou enzym, kdy má faktor K hodnotu 0,894. Zde nejsou 
hodnoty faktor píliš odlišné, mají hodnoty 0,851 (celuláza), 0,872 (hemiceluláza) a 0,894 
(kombinace), a proto jsou pro kultivaci vhodné všechny ti vzorky. Nejvíce sacharid
obsahuje vzorek hydrolyzovaný celulázou. 
4.5 Hydrolýza kávy o rzných koncentracích 
Káva byla hydrolyzována ve tech koncentracích – 50 g/l, 100 g/l a 150 g/l. Pro hydrolýzu 
byly vybrány nejlepší výsledky z každého typu hydrolýz a tyto hydrolýzy byly aplikovány 
na tech rzných koncentracích kávové sedliny. Byla provedena kyselá hydrolýza 
v kombinaci s mechanickým a tepelným psobením a také enzymatická hydrolýza pomocí 
celulázy. 
Tabulka 9: Hydrolýza kávy v rzných koncentracích - pehled 
koncentrace kávy 
50 g/l 100 g/l 150 g/l 
Kyselá hydrolýza 
121 °C 
15 minut 
2,5% H2SO4   
2,5% HCl   
Enzymatická hydrolýza Celuláza   
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Tabulka 10: Výsledky hydrolýzy kávy v rzných koncentracích (v 50 g kávy)
koncentrace 
kávy 
koncentrace [g/l]  
redukující 
sacharidy 
celkové 
polyfenoly 
celkové 
flavonoidy 
faktor 
K 
Výtžnost 
hydrolýzy 
[g/g] 
50 g/l 
2,5% H2SO4 + 
UH + A 
27,404 ±
0,024 
1,497 ±
0,017 
0,802 ±
0,012 
18,309
0,548 
2,5% HCl + UH 
+ A 
24,519 ±
0,026 
1,375 ±
0,004 
0,763 ±
0,006 
17,837
0,490 
Celuláza 
10,721 ±
0,055 
4,047 ±
0,068 
2,299 ±
0,034 
2,649 
0,214 
100 g/l 
2,5% H2SO4 + 
UH + A 
24,014 ±
0,068 
0,710 ±
0,008 
0,378 ±
0,001 
33,823
0,240 
2,5% HCl + UH 
+ A 
18,245 ±
0,026 
1,148 ±
0,008 
0,653 ±
0,005 
15,895
0,182 
Celuláza 
6,755 ±
0,070 
0,429 ±
0,006 
0,215 ±
0,004 
15,740
0,068 
150 g/l 
2,5% H2SO4 + 
UH + A 
28,253 ±
0,064 
0,563 ±
0,006 
0,251 ±
0,002 
50,194
0,188 
2,5% HCl + UH 
+ A 
17,756 ±
0,012 
0,949 ±
0,001 
0,571 ±
0,008 
18,711
0,118 
Celuláza 
6,202 ±
0,008 
0,315 ±
0,001 
0,199 ±
0,009 
19,678
0,041 
Poznámka: UH = ultrazvukový homogenizátor, A = autokláv (121 °C po dobu 
15 minut).Výtžnost hydrolýzy je udávána v množství redukujících sacharid [g] získaných 
z 1 g kávové sedliny. 
Graf 14: Obsah redukujících sacharid po hydrolýze kávy v 50 g kávy 
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Koncentrace redukujících sacharid byla nejvyšší po hydrolýze kyselinou sírovou, kdy se 
nejvtší množství sacharid (28,253 g/l) uvolnilo u vzorku s koncentrací kávy 150 g/l. 
Dobrých výsledk bylo dosaženo také psobením kyseliny chlorovodíkové (17,756 g/l), 
naopak nejnižší koncentrace sacharid byla namena u vzork hydrolyzovaných celulázou. 
Úinnost byla nejvyšší pi použití kyseliny sírové, kdy bylo nejvyšší úinnosti dosaženo 
použitím koncentrace kávové sedliny 50 g/l. Stanovené koncentrace a úinnosti hydrolýzy 
jsou uvedeny v Tabulce 10. 
Graf 15: Obsah celkových polyfenol po hydrolýze kávy v 50 g kávy
Graf 16: Obsah celkových flavonoid po hydrolýze kávy v 50 g kávy
 Z obecného hlediska byla nejvtší koncentrace polyfenolických látek vždy namena u 
vzork s koncentrací kávy 50 g/l, s rostoucí koncentrací kávy se koncentrace polyfenol a 
flavonoid snižovala. Nejvyšší koncentraci tchto látek (4,047 g/l)ml vzorek s koncentrací 
kávy 50 g/l, které byl hydrolyzován celulázou, u dalších vzork hydrolyzovaných celulázou 
byla naopak koncentrace polyfenol velmi nízká. Nižší koncentraci polyfenolických látek 
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vykazovaly také vzorky hydrolyzované kyselinou sírovou. Všechny namené koncentrace 
polyfenol a flavonoid jsou shrnuty v Tabulce 10. 
4.6 Kultivace Saccharomyces cerevisiae
Na rst a produkci mikroorganism má vliv koncentrace sacharid (substrát) a 
polyfenolických látek v prostedí. Látky polyfenolické povahy mají inhibiní vliv na rst a 
produkci mikroorganism. Pro fermentaci byly použity kvasinky Saccharomyces cerevisiae 
Hansen, které mají produkovat ethanol a spotebovávat glukózu, popípad ostatní 
jednoduché sacharidy. U všech vzork byl vypoítáván faktor K jako pomr koncentrace 
sacharid a polyfenol. Pro kultivaci byly vybrány ti vzorky s nejvyšší hodnotou faktoru K a 
to, vzorek hydrolyzovaný 2,5% kyselinou sírovou v kombinaci s ultrazvukovým 
homogenizátorem a autoklávem (A), dále vzorek hydrolyzovaný 2,5% kyselinou 
chlorovodíkovou ve stejné kombinaci (B) a vzorek hydrolyzovaný celulázou (C). Všechny 
vzorky s koncentrací kávy 150 g/l z kapitoly 4.5. 
Tabulka 11: Množství biomasy [g/l média] v asech jednotlivých odbr
koncentrace biomasy [g/l média] 
8 h 11 h 17 h 96 h 
A 
káva 0,26 0,78 1,04 3,16 
káva + živiny 0,56 3,08 4,42 4,49 
B 
káva 0,26 3,56 3,98 4,49 
káva + živiny 0,5 4,38 4,7 6,08 
C 
káva 1,04 1,48 1,84 5,66 
káva + živiny 2,8 3,4 4,44 9,98 
Graf 17: Koncentrace biomasy v g/l média ve vzorku A (150g/l)
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Graf 18: Koncentrace biomasy v g/l média ve vzorku B (150 g/l)
Graf 19: Koncentrace biomasy v g/l média ve vzorku C (150 g/l) 
 Ve všech pípadech byla koncentrace biomasy vyšší u kultivace s pidanými živinami než 
u média s istou kávou. Nejvíce biomasy bylo ve vzorku C, dále ve vzorku B a nejmén
biomasy ve vzorku A. Z graf vyplývá, že s postupem asu rostla u všech vzork koncentrace 
biomasy. U vzorku C byla nejnižší koncentrace polyfenol, které se považují za inhibitory 
rstu mikroorganism. Tento fakt se odrazil v hodnot koncentrace biomasy, kdy tato hodnota 
byla nejvyšší. Vzorek B obsahoval vtší množství polyfenol než vzorek A, z Grafu 17 a 
Grafu 18 vyplývá, že byla koncentrace biomasy u vzorku A nižší než u vzorku B. To bylo 
zejm zpsobeno tím, že kvasinky spíše tolerovaly chloridový aniont než síranový, takže to 
závisí na použité kyselin (Tabulka 11). 
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Tabulka 12: Zmna obsahu polyfenol a flavonoid bhem kultivace 
celkové polyfenoly [g/l] celkové flavonoidy [g/l] 
0 h 17 h 96 h 0 h 17 h 96 h 
A 
káva 
0,563 
1,455 1,888 
0,251 
0,593 0,550 
káva + živiny 1,682 1,919 0,654 0,564 
B 
káva 
0,949 
2,502 2,791 
0,571 
1,164 1,119 
káva + živiny 2,432 
2,222 1,224 1,094 
C 
káva 
0,315 
0,785 0,959 
0,199 
0,370 0,395 
káva + živiny 0,736 0,879 
0,368 0,479 
Graf 20: Obsah polyfenol a flavonoid bhem kultivace ve vzorku A
Graf 21: Obsah polyfenol a flavonoid bhem kultivace u vzorku B 
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Graf 22: Obsah polyfenol a flavonoid bhem kultivace ve vzorku C
 Koncentrace polyfenolických látek s prodlužujícím se asem kultivace pibývalo. Nejvtší 
nárst koncentrace je možné sledovat u vzorku B. Obsah polyfenol se pohybuje v rozmezí 
od 0,315 g/l (vzorek C, 0 h) do 2,791 g/l (vzorek B, 17 h s živinami). U vzork B a C 
s pidanými živinami byla zjištna nižší koncentrace polyfenol než u vzork bez živin. 
Naproti tomu u vzorku A s pidanými živinami byla koncentrace polyfenol vyšší než v isté 
káv. Obsah flavonoid se pohyboval od 0,199 g/l do 1,224 g/l, piemž nejnižší hodnota 
patí, stejn jako u polyfenol, vzorku C v ase 0 h a nejvyšší vzorku B v ase 17 h u isté 
kávy. Koncentrace flavonoid byla tém stejná u vzork s pidanými živinami jako u vzork
isté kávy, výjimku pedstavoval pouze vzorek C s pidanými živinami v ase odbru 96 h, 
kde byla koncentrace flavonoid vyšší. Na konci kultivace (96 h) klesla koncentrace 
flavonoid u vzorku A a B, u vzorku C ješt vzrostla. To bylo zejm zpsobeno tím, že 
kvasinky byly schopné štpit polyfenolické látky s vyšší molekulovou hmotností na 
jednodušší pípadn polyfenoly chemicky vázané s jinými molekulami (nap. glykosilované).  
Tabulka 13: Zmna koncentrace glukosy bhem kultivace 
koncentrace glukosy [g/l] 
0 h 8 h 11 h 17 h 96 h 
A 
káva 6,632 3,966 1,038 0 0 
káva + živiny 5,210 4,321 0,880 0 0 
B 
káva 5,501 3,206 1,858 0 0 
káva + živiny 5,067 3,301 0 0 0 
C 
káva 6,530 3,410 1,520 0 0 
káva + živiny 4,79 0 0 0 0 
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Tabulka 14: Nárst koncentrace ethanolu bhem kultivace
koncentrace ethanolu [g/l] Výtžnost 
kultivace 
[g/g] 
0 h 
8 h 11 h 17 h 96 h 
A 
káva 0 0 2,617 14,462 2,928 0,171 
káva + živiny 0 0 1,362 7,428 8,969 0,106 
B 
káva 0 0 5,867 17,697 13,484 0,332 
káva + živiny 0 0 5,784 20,070 13,323 0,378 
C 
káva 0 0 0 0,409 0 0,022 
káva + živiny 0 0 0 0,310 0 0,017 
Poznámka: Výtžnost kultivace je udávána jako množství vyprodukovaného ethanolu [g] 
z 1 g redukujících sacharid. 
  
Graf 23: Spoteba glukózy bhem kultivace a produkce ethanolu u vzorku A 
Graf 24: Spoteba glukózy bhem kultivace a produkce ethanolu u vzorku B 
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Graf 25: Spoteba glukózy bhem kultivace a produkce ethanolu u vzorku C 
 Kávová sedlina o koncentraci 150 g/l hydrolyzovaná kyselinou sírovou (A), kyselinou 
chlorovodíkovou (B) a enzymaticky celulázou (C) sloužila jako produkní médium pro 
kultivaci S. cerevisiae. Cílem kultivace byla produkce ethanolu, která byla monitorována 
pomocí HPLC/RID spolen s úbytkem koncentrace glukózy.  
 U všech vzork, koncentrace glukózy klesla, piemž se poátení hodnota koncentrace 
glukózy pohybovala v intervalu 5 – 6 g/l. Glukóza je utilizována primárn, ale kvasinky 
mohou utilizovat i další jednoduché cukry uvolnné hydrolýzou kávové sedliny, jako je 
napíklad manóza. V ase 17 h již nebyla analyzována žádná glukóza a došlo pravdpodobn
k její utilizaci kvasinkou. Tento trend souvisí se zaátkem produkce ethanolu po 11 h 
kultivace, krom vzorku C. Nejvyšší koncentrace ethanolu byly zaznamenány u vzork A 
(14,462 g/l) a B (20,070 g/l) v 17. h. Enzymatickou hydrolýzou kávy nebylo produkováno 
takové množství ethanolu jako u vzork hydrolyzovaných kyselinami. Ethanol byl u vzorku C 
analyzován pouze v 17. h, kdy byla jeho nejvyšší koncentrace 0,409 g/l. Nejvhodnjším 
produkním médiem byly hydrolyzáty pipravené kyselou hydrolýzou. Nejvíce ethanolu bylo 
nameno u vzork hydrolyzovaných kyselinou chlorovodíkovou (B). U vzork s pidanými 
živinami byla sledována rychlejší spoteba glukózy, což bylo zejm zpsobeno 
optimálnjšími podmínkami pro rst kvasinky. Na produkci ethanolu nemlo pidání živin 
vliv. Nejvtšího výtžku kultivace, z hlediska produkce etanolu, bylo dosaženo u hydrolyzátu 
kyseliny chlorovodíkové s pidanými živinami, a to 3,961. U vzork odebíraných v ase 96 h 
byla namena nižší koncentrace ethanolu než v 17. h. Je velmi pravdpodobné, že došlo 
k odpaení ethanolu bhem kultivace. 
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5. ZÁVRY 
• Bakaláská práce byla vnována rzným možnostem hydrolýzy kávové sedliny a 
využití pipraveného hydrolyzátu pro kultivaci kvasinek. Práce je rozdlena na dv
hlavní ásti. První ást se zamuje na zpsoby hydrolýzy kávové sedliny, piemž je 
využita hydrolýza mechanická (pomocí ultrazvuku), kombinace mechanické a 
chemické hydrolýzy a enzymatická hydrolýza. U pipravených hydrolyzát byl 
spektrofotometricky men obsah redukujících sacharid, polyfenol a flavonoid. 
Druhá ást práce byla zamena na využití hydrolyzát pro fermentaní proces. 
Kvasinka Saccharomyces cerevisiae byla kultivována na vybraných vzorcích 
hydrolyzát, kde byla gravimetrickou metodou stanovena biomasa a pomocí 
HPLC/RID byla monitorována zmna koncentrace glukózy a produkce ethanolu.  
• Pro posouzení vhodnosti použité hydrolýzy jako substrátu byl zaveden faktor K. 
Faktor K je pomr redukujících sacharid a polyfenolických látek obsažených 
v hydrolyzátu. ím vyšší nabývá faktor hodnoty, tím lepší by ml být pro fermentaci. 
Z hlediska faktoru K je nejlepším výsledkem mechanické hydrolýzy kombinace 
ultrazvukového homogenizátoru a zahátí na 121 °C po dobu 15 minut, kdy ml 
vypoítaný faktor K hodnotu 1,346. Tato kombinace má dobrý výsledek zejm proto, 
že pomocí ultrazvukového homogenizátoru a vyšší teploty dojde k narušení vazeb 
v molekulách polysacharid, ímž dojde k uvolnní jednoduchých cukr. U tohoto 
vzorku byla také namena nízká koncentrace polyfenolických látek.  
• U kyselé hydrolýzy bylo obecn dosaženo nejlepších výsledk kombinací 2,5% 
kyselin s ultrazvukovým homogenizátorem a zahátím vzorku na 121 °C po dobu 15 
minut. Nejlepšího výsledku bylo dosaženo u vzorku hydrolyzovaného touto kombinací 
s kyselinou sírovou, zde byl faktor K roven 36,967 a koncentrace redukujících 
sacharid byla 26,827 g/l. Nižší hodnota faktoru K pak byla pozorována u hydrolýzy 
kyselinou chlorovodíkovou a to 15,587. Tento výsledek byl velmi podobný výsledku 
hydrolýzy kyselinou octovou, kdy byl faktor K 13,558, ale u hydrolyzátu pipraveného 
kyselinou octovou byla koncentrace redukujících sacharid mnohem nižší (6,764 g/l) 
než u hydrolyzátu s kyselinou chlorovodíkovou (25,288 g/l). Dvodem tchto 
výsledk je fakt, že kyselina sírová a chlorovodíková jsou, na rozdíl od kyseliny 
octové, silné kyseliny a tedy polysacharidy jejich psobením podléhají hydrolýze lépe.  
• Pro enzymatickou hydrolýzu byly vybrány dva enzymy a to komern dostupná 
hemicelulóza A. niger a a celuláza z A. niger a byla použita také jejich kombinace. 
U enzymatické hydrolýzy si byly hodnoty faktoru K velmi blízké, pro kultivaci byl 
vybrán hydrolyzát pipravený celulázou vzhledem k vyššímu obsahu sacharid. 
• Pro kultivaci kvasinky S. cerevisiae byly jako substrát vybrány hydrolyzáty 
s koncentrací kávy 150 g/l, z kyselé hydrolýzy to byly vzorky s 2,5% kyselinou 
sírovou nebo chlorovodíkovou v kombinaci s ultrazvukovým homogenizátorem 
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zahívané 15 minut pi 121 °C. Z testovaných hydrolytických enzym pak byla 
vybrána celuláza. 
• Bhem kultivace byl nejvyšší nárst koncentrace biomasy zaznamenán u vzorku 
hydrolyzovaného celulázou, následoval hydrolyzát pipravený kyselinou 
chlorovodíkovou a nejmenší nárst biomasy vykazoval vzorek hydrolyzovaný 
kyselinou sírovou. S postupujícím asem došlo také k rstu koncentrace 
polyfenolických látek, zejm tedy došlo k produkci tchto látek mikroorganismy. 
• Nejvyšší produkce ethanolu byla zaznamenána u produkního média hydrolyzovaného 
kyselinou chlorovodíkovou, piemž byla namena koncentrace ethanolu 20,07 g/l a 
výtžnost 0,378 g ethanolu/g redukujících sacharid. Dobrých výsledk bylo dosaženo 
také u kultivace na hydrolyzátu pipraveném kyselinou sírovou, kdy byla koncentrace 
ethanolu 14,46 g/l a výtžnost 0,171 g ethanolu/g redukujících sacharid. 
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7. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOL	
UL ultrazvuková láze
UH ultrazvukový homogenizátor 
A autokláv (121 °C, 15 minut) 
UV Ultraviolet, ultrafialové 
VIS Visible, viditelný 
HPLC High Performance liquid chromatography, Vysokoúinná kapalinová                
 chromatografie 
RID Refractive Index Detector, refraktometrický detektor 
8. SEZNAM P
ÍLOH 
Píloha 1: Kalibraní závislost kyseliny gallové pro stanovení celkových polyfenol
Píloha 2: Kalibraní závislost katechinu pro stanovení celkových flavonoid
Píloha 3: Kalibraní závislost glukosy pro stanovení redukujících sacharid
Píloha 4: Chromatogram pro vzorek hydrolyzovaný kyselinou chlorovodíkovou (B),   
             s pidanými živinami, odebraný v ase 0 h  
Píloha 5: Chromatogram pro vzorek hydrolyzovaný kyselinou chlorovodíkovou (B),  
                 s pidanými živinami, odebraný v ase 17 h 
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9. P
ÍLOHY 
Píloha 1: Kalibraní kivka kyseliny gallové pro stanovení celkových polyfenol
Píloha 2: Kalibraní kivka katechinu pro stanovení celkových flvonoid
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Píloha 3 Kalibraní kivka glukózy pro stanovení redukujících sacharid
Píloha 4: Chromatogram pro vzorek hydrolyzovaný kyselinou chlorovodíkovou (B), 
s pidanými živinami, odebraný v ase 0 h  
Píloha 5: Chromatogram pro vzorek hydrolyzovaný kyselinou chlorovodíkovou (B), 
s pidanými živinami, odebraný v ase 17 h  
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